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POVZETEK 
Furfural (FF), levulinska kislina (LA) in hidroksimetilfurfural (HMF), predstavljajo ključne 
intermediate različnih kemijskih spojin, pomembnih za razvoj zelenega gospodarstva kot tudi 
zdravilnih učinkovin v farmacevtski industriji. Pridobljene so iz sladkorjev biomase kot so 
celuloza, glukoza, heksoza, v primeru HMF/LA in hemiceluloze, ksiloze in pentoze v primeru 
FF. Način pridobivanja je tako pogosto hidroloza sladkorjev, v nadaljevanju pa tudi 
hidrogenacija in oksidacija.  
Kljub pomembnosti molekul sta njihova detekcija s procesno-analiznimi tehnologijami in 
temperaturna odvisnost topnosti slabo raziskani. Zato bomo v nalogi poročali o topnosti 
posameznih spojin (FF, HMF, LA) v izbranih topilih pri različnih temperaturah : n-heksan, 
cikloheksan, benzen, toluen, 1,4-dioksan, dietileter, diklorometan, tetrahidrofuran, etilacetat, 
aceton, dimetilformamid, acetonitril, dimetilsulfoksid, mravljična kislina, n-butanol, n-
propanol, etanol, metanol in voda. Pridobljeni podatki so izjemnega pomena za sintezo, čiščenje 
in kasnejše kemijske reakcije molekul. 
Uporabljena PAT (Process Analytical Technology) metoda, ATR-FTIR (Attenuated Total 
Reflectance Fourier-Transform Infrared Spectroscopy) nam omogoča izračun termodinamičnih 
podatkov topnosti, ki nam kasneje v pomagajo pri načrtovanju kristalizacije kot procesa čiščenja 
in izolacije molekul levulinske kisline in hidroksimetilfurfurala. Pri nadzorovanju procesa nam 
je v pomoč FBRM (Focused Beam Reflectance Measurement) metoda, s katero lahko določimo 
ključne podatke, kot porazdelitev in velikost delcev ter začetno oz. »onset« temperaturo 
kristalizacije. 
 
KLJUČNE BESEDE: levulinska kislina, hidroksimetilfurfural, furfural, ATR-FTIR, topnost, 
kristalizacija 
 
 
V 
ABSTRACT 
 
Furfural (FF), levulinic acid (LA) and hydroxymethylfurfural (HMF), represent key 
intermediates for various chemical compounds important in both green economy development 
and API (active pharmaceutical ingredient) synthesis in pharmaceutical industry. Obtained from 
biomass derived sugars i.e. either cellulose, glucose, hexoses, etc. (HMF/LA), or hemicellulose, 
xylose and pentose (FF). Conversion of sugars is mainly done by hydrolysis which later on 
continues with hydrogenation or oxidation.  
Despite the great importance of these molecules are PAT (Process Analytical Technology) 
detection and temperature dependence of solubility poorly researched. Thus, the temperature 
dependence solubility data for solutions of all molecules in selected spectrum of solvents: n-
hexane, cyclohexane, benzene, toluene, 1,4-dioxane, diethyl ether, dichloromethane, 
tetrahydrofuran, ethyl acetate, acetone, dimethylformamide, acetonitrile, dimethyl sulfoxide, 
formic acid, n-butanol, n-propanol, ethanol, methanol and water are collected and reported in 
this thesis. The obtained data are of extreme importance for synthesis, purification and 
subsequent chemical reactions. 
The PAT (Process Analytical Technology) method, ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance 
Fourier-Transform Infrared Spectroscopy) allowed us, to collect the data used for temperature 
dependence of solubility calculations. Obtained information helped us with the design of 
crystallization process, as potential method for purification and isolation of levulinic acid and 
hydroxymethylfurfural molecules. Crystallization process was monitored by FBRM (Focused 
Beam Reflectance Measurement) method, enabling determination of all key data; particle size 
and distribution and onset crystallization temperature. 
 
KEY WORDS: levulinic acid, hydroxymethylfurfural, furfural, ATR-FTIR, solubility, 
crystallization 
 
VI 
SEZNAM OKRAJŠAV 
 
API – aktivna farmacevtska učinkovina (ang. active pharmaceutical ingredient) 
ATR – tehnika oslabljenega popolnega odboja (ang. Attenuated total Reflection) 
ATR-FTIR – infrardeča spektroskopija s Fourierjevo transformacijo s tehniko oslabljenega 
popolnega odboja (ang. Attenuated total Reflection of Fourier-Transform Infrared 
Spectroscopy)  
DBE – dibazični ester, ester s kislinami, ki imajo vsaj dve COOH skupini 
DMF – dimetilfuran 
DMSO – dimetilsulfoksid 
DOE – Vladna organizacija za energetiko Združenih držav Amerike (ang. US Department of 
Energy) 
EtOAc – etilacetat 
FBRM – metoda odboja fokusirane laserske svetlobe (ang. Focussed Beam Reflectance 
Measurement) 
FF – furfural 
GVL – gama-valerolakton 
HbS – hemoglobin S 
HMF – hidroksimetilfurfural 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High Performance Liquid 
Chromatography) 
IR – infrardeča spektroskopija (ang. Infrared spectroscopy)  
IUPAC – Mednarodna zveza za čisto in uporabno kemijo (ang. The International Union of Pure 
and Applied Chemistry) 
LA – levulinska kislina (ang. Levulinic acid) 
M – molarnost 
MIBK – metil izobutil keton 
MTBE – metil tetra-butil eter 
PAT – procesna analitična tehnologija (angl. Process Analytical Technology) 
PSD – porazdelitev velikosti delcev (ang. Particle Size Distribution)
VII 
R2 – determinacijski koeficient 
RSD – relativni standardni odklon 
PVM – slikovno vrednotenje delcev (ang. Particle Vision and Measurement) 
THF – tetrahidrofuran 
Tm – temperatura tališča
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1. UVOD 
1.1 UPORABA OBNOVLJIVIH VIROV V FARMACEVTSKI INDUSTRIJI 
  
Zagotavljanje zdravega in čistega okolja predstavlja izziv, kako zagotoviti potrebe današnje 
družbe brez ogrožanja prihodnosti naslednjih generacij. Naš planet zaradi vztrajne 
industrializacije in naraščajočega števila prebivalstva počasi presega kritične meje ogljičnega 
odtisa in podlega globalnemu segrevanju. Kljub potrebi po proizvajanju zadostne količine 
energije je sedaj nujno zmanjševanje uporabe fosilnih goriv. Linearni sistem; vzemi, proizvedi, 
zavrzi, že kaže svoje posledice. Pot za skupen cilj tako predstavlja trajnostno gospodarstvo z 
uporabo alternativnih virov. Temu sledi tudi sam fokus znanstvenih raziskav. Tako je potreba 
po znanju in novih informacijah o surovinah na tem področju v vse večjem porastu. Velik del 
obnovljive energije predstavlja biomasa. Je edini naravni alternativni vir ogljika, ki tako 
posredno in neposredno omogoča pridelavo biogoriv, zelenih topil in okolju prijaznih 
platformnih kemikalij. Gre za organsko snov, rastlinskega ali živalskega izvora (npr. koruznih 
storžev, lesa, otrobov), ki se lahko pretvori v vir energije (biogorivo oz bioplin). Hkrati pa pri 
sami obdelavi omogoča nastanek tako imenovanih »biobased« oz. zelenih kemikalij, ki 
predstavljajo izhodiščne kemikalije za nadaljnjo uporabo. Izhodiščne kemikalije oz. platformne 
kemikalije lahko definiramo kot kemikalije, ki predstavljajo intermediat oziroma prekurzor 
spojin s končno dodano vrednostjo. Biomasa nam tako omogoča proizvodnjo različnih 
kemijskih spojin na okolju prijazen način, torej lahko govorimo o zeleni oziroma trajnostni 
kemiji, katere glavni cilj je preprečiti onesnaževanje že na samem začetku različnih industrijskih 
procesov. Kemikalije, pridobljene na osnovi biomase, so nadalje uporabne v širokem spektru 
različnih industrij, npr. agrikulturni in prehrambeni, pomembno vlogo pa imajo tudi v 
farmacevtski industriji. Tako ima farmacevtska industrija, kot velik porabnik okolju nevarnih 
kemikalij, veliko vlogo pri varovanju našega planeta, saj se lahko z uporabo zelenih kemikalij 
izognemo nevarnim odpadnim produktom in uporabi okoljsko spornih spojin. Z izrabo biomase 
tako stremimo k manjšemu onesnaževanju okolja in učinkovitejšemu gospodarjenju z energijo. 
Med številne zelene kemikalije, uporabne v farmacevtski industriji, sodijo npr. 2,5-
furandikarboksilna kislina, levulinska kislina, furfural, hidroksimetilfurfural, glicerol, sorbitol, 
ksilitol, sukcinska kislina, mlečna kislina. Gre za različne izhodne kemikalije in intermediate 
pri sami sintezi različnih učinkovin in topil. Nekatere izmed njih pa se uporabljajo tudi 
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neposredno kot zdravilne učinkovine, npr. Leta 2004 je United States DOE (Department of 
Energy) objavil seznam 12 spojin oz. osnovnih gradnikov, pridobljenih iz biomase, ki se 
uporabljajo kot platformne kemikalije za pridobivanje zelene energije. Med njimi so tudi 
hidroksimetilfurfural, furfural in levulinska kislina, ki predstavljajo predmet te naloge (1–3). 
 
1.1.1 FURFURAL 
 
Furfural (FF), 2-furaldehid, je aromatski aldehid z molekulsko formula C5H4O2 (Slika 2). Zaradi 
fizikalno-kemijskih lastnosti, kot sta tališče (–38,1 °C) in vrelišče (161,7 °C), se pri sobni 
temperaturi nahaja v tekočem stanju in je večkrat uporabljen kot topilo. Izkazuje dobro topnost 
v več organskih topilih kot so DMSO, etanol, aceton, kloroform, dietileter in benzen, medtem 
ko je le delno topen v vodi. Naravno ga lahko najdemo v nekaterih živilih, nastaja pa tudi med 
zgorevanjem snovi, kot sta premog in les. Predstavlja eno izmed najstarejših obnovljivih 
kemikalij, danes se industrijsko proizvaja v velikem obsegu s proizvodnjo ocenjeno na okoli 
300 000 ton letno. Glavni vir proizvodnje je biomasa, na kar nas napelje že sam pomen besede. 
Koren besede furfur, latinsko otrobi, predstavlja prvi vir proizvodnje furfurala. Danes je eden 
izmed glavnih virov proizvodnje furfurala lignocelulozna biomasa, zaradi visoke vsebnosti 
ogljikovih hidratov, in sicer vsebuje približno 42–54 % celuloze, 23–36 % hemiceluloze in 22–
28 % lignina (4). Furfural se najpogosteje proizvaja z dehidracijo C5 polisaharidov 
(hemiceluloze), običajno gre za kislinsko hidrolizo do monosaharidov (ksiloze), ki jih nato 
pretvorimo v furfural s kislinsko katalizirano dehidracijo. Dodaten vir tudi danes predstavlja 
biomasa iz otrobov, koruznih storžev, lupin arašidov, pšenične slame, bombažnih pecljev in 
sekancev.  
 
Slika 1: Sinteza furfurala, hidroksimetilfurfurala in levulinske kisline s pomočjo kislinske katalize. 
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Furfural predstavlja odlično izhodiščno kemikalijo, saj ima v svoji kemijski strukturi več 
potencialnih reaktivnih mest, kot so konjugirane dvojne vezi in aldehidno funkcionalno skupino, 
kar mu omogoča ogromno nadaljnjih reakcij in izhodišč za sintezo različnih kemikalij. Derivati 
furfurala se pogosto uporabljajo kot topila, obnovljiva goriva, ojačevalci okusa v hrani in pijači; 
saj je prepoznan kot varen, naravni razpadni produkt vitamina C. Nahaja se tako v vinu, sokovih, 
kavi in nekaterih eteričnih oljih. Njegova uporaba je razširjena tudi v agrikulturi in hortikulturi, 
kjer je uporaben kot fungicid in nematicid. Kot intermediat oz. izhodiščna kemikalija je 
uporaben v kemijski sintezi in pri proizvodnji biopolimerov. V farmacevtski industriji 
predstavlja osnovni gradnik proizvodnje furana, tetrahidrofurana, furfuril alkohola, prav tako je 
uporaben tudi pri nekaterih organskih sintezah (5–7). Raziskovalci so razvili sintezno pot, pri 
kateri so uporabili furfural kot reaktant pri sintezi protimalarijske učinkovine indolo [3,2-
c]kinolin in izokriptolepin (8). Podobno se furfural kot intermediat oziroma izhodiščna 
kemikalija pojavi pri sintezi antagonistov NK1 receptorjev (piperidonska osnova) (9).  
 
Slika 2: Molekula furfurala. 
V farmaciji ima furfural s svojim naravnim protiglivičnim delovanjem potencial prav tako pri 
razvoju učinkovin s specifično protiglivičnim obolenjem kot je Candida albicas(10). Svojo 
vlogo ima tudi pri dokazovanju zaostankov antibiotikov v veterinarski medicini, kjer 
ugotavljamo prisotnost aminoglikozidnih antibiotikov, natančneje neomicina, ki v svoji 
strukturi vsebuje ribozo. Po pretvorbi riboze v furfural ta z bromoanilinom daje rožnato 
obarvanje (cianin) (11). 
 
1.1.2 HIDROKSIMETILFURFURAL 
 
Hidroksimetilfurfural je kemikalija, s katero se tudi pogosto srečujemo v vsakdanjem življenju. 
Nastaja pri peki in staranju živil kot produkt degradacije sladkorjev. Hidroksimetilfurfural 
(HMF) oziroma 5-(hidroksimetil) furan-2-karboaldehid je derivat furana s kemijsko formulo 
C6H6O3 (Slika 3). Pri sobni temperaturi se zaradi fizikalno-kemijskih lastnosti, kot so 
temperature tališča med 28 in 35 °C in temperature vrelišča 114–116 °C, nahaja v trdnem 
agregatnem stanju. Je dobro topen v vodi, podobno tudi v nekaterih organskih topilih, kot so 
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DMSO, DMF, THF. Glede na obstoječe literaturne podatke je topen tudi v več drugih topilih: 
gama-valerolaktonu, metanolu, butanolu, n-heksanu, n-dekanu, n-dekenu, toluenu, metil 
izobutil ketonu, etilacetatu, butilacetatu, 1,4-dioksanu, DBE in metil tetra-butil etru (12, 13). Je 
brezbarvna snov, ki se lahko zaradi izpostavljenosti svetlobi in kisiku obarva rumeno do rjavo. 
Industrijsko ga pridobivamo z dehidracijo polisaharidov (največkrat glukoze ali fruktoze) in s 
kislinsko katalizo produktov biomase. Prisotnost aldehidne in alkoholne funkcionalne skupine, 
skupaj s furanovim obročem, daje sami molekuli možnost za velik nabor potencialnih interakcij 
in sinteznih reakcij. Predstavlja intermediat oz. izhodiščno kemikalijo, iz katere izhajajo 
številne molekule, zato ima velik potencial v različnih industrijskih panogah. Končni produkti 
in njegovi derivati se lahko uporabljajo kot biogorivo, z njimi pa lahko nadomestimo tudi do 
sedaj uporabljeno okoljsko sporno tereftalično kislino, pri proizvodnji poliestrov (polibutilena 
in polietilentereftalata) (7). V farmaciji ga lahko uporabljamo kot učinkovino, saj najnovejše 
raziskave potrjujejo njegove farmakološke lastnosti, deluje antialergijsko in pripomore k 
zdravljenju hipoksije (14, 15). Najbolje raziskana indikacija HMF-ja do sedaj je anemija 
srpastih celic, pri kateri gre za sposobnost penetriranja molekule HMF-ja v eritrocite, kjer tvori 
stabilen kompleks s hemoglobinom (N-terminalnim koncem valina) s simetrično konfiguracijo. 
To omogoča premik ravnotežne krivulje kisika v levo, povečanje afinitete do O2 in tako prepreči 
nastanek HbS. Poročajo tudi o antikarcinogenem in anti-nevrodegenerativnem delovanju, 
učinkovit pa naj bi bil tudi pri zdravljenju alkoholne okvare jeter zaradi njegovih 
antioksidativnih lastnosti (16, 17, 18) 
 
Slika 3: Molekula hidroksimetilfurfurala. 
 
1.1.3 LEVULINSKA KISLINA 
 
Tako HMF kot furfural sta prekurzurja molekule, ki predstavlja eno izmed pomembnejših 
kemijskih platform in dobro znano tako imenovano zeleno kemikalijo. Levulinska kislina (ang. 
4-oxopentanoic acid) je krajša maščobna kislina, s kemijsko formulo C5H8O3 (Slika 4). S 
temperaturo tališča 33 °C in temperaturo vrelišča med 245 °C in 246 °C, se pri sobni temperaturi 
nahaja v trdnem agregatnem stanju. Je brezbarvna kristalinična spojina, topna v vodi in različnih 
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organskih topilih, kot so metanol, etanol, kloroform, dietileter, acetonitril, etilacetat, etil-laktat 
in toluen, in netopna v nepolarnih topilih, kot sta izooktan in cikloheksan (19–21). Vsebuje dve 
funkcionalni skupini; za kislino značilno COOH skupino in dodatno karbonilno oz. ketonsko 
skupino na C-4 atomu, kar ji omogoča potencialne interakcije z velikim naborom različnih 
spojin. Proizvodnja levulinske kisline se je izkazala za uspešno predvsem v manjšem obsegu na 
laboratorijskem nivoju. Do nekaterih težav, kot so cena, slabi izkoristki, neželene stranske 
reakcije, so naleteli pri prehodu na pilotni in industrijski nivo. Danes je glavni vir proizvodnje 
levulinske kisline še vedno petro-kemična industrija, kar predstavlja tako finančni kot tudi 
ekološki problem. Z vedno večjo željo po izboljšanju načina proizvodnje LA, raziskujejo okolju 
prijazne in stroškovno učinkovite načine pridobivanja. Največ raziskav je usmerjenih v 
proizvodnjo iz lignocelulozne biomase. LA je tako možno sintetizirati iz sladkorjev, kot so 
mono- in poli- saharidi, njena najpomembnejša prekurzoja na tej poti sta torej furfural in HMF. 
Furfural je kot molekula s konjugiranimi dvojnimi vezmi in z dvema karbonilnima skupinama 
idealen intermediat v sintezni poti LA. Pogosto uporabljena reakcija za nastanek LA je v tem 
primeru kislinska kataliza furfurala v furfuril alkohol in nato deciklizacija obroča. Pri dehidraciji 
sladkorja (glukoza, fruktoza) do HMF pa levulinska kislina nastaja kot stranski produkt te 
reakcije. LA je predmet več raziskav tudi zaradi njene široke uporabnosti na najrazličnejših 
področjih, njeni derivati se uporabljajo kot goriva ali dodatki goriv, topila, živalska hrana, 
tekstilna barvila, ojačevalci okusa in prehranski dodatki (7). Svoje mesto ima tudi v 
farmacevtski industriji, saj predstavlja intermediat za številne zdravilne učinkovine. Znana je 
uporaba njenega derivata aminolevulinske kisline pri fotodinamični terapiji zdravljenja raka 
(22). Velikokrat jo uporabljamo kot Ca sol, za i.v. terapijo pri zdravljenju tuberkoloze ali pri 
bolezenskih stanjih, kjer je potrebno nadomeščanje kalcija (23). Heterociklični derivati LA 
imajo analgetično in bakteriostatično delovanje, njeni derivati, substituirani na 4. mestu, so 
znani po antikonvulzivnem delovanju (23, 24).  
 
Slika 4: Molekula levulinske kisline. 
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1.2 TOPNOST 
 
Topnost je osnovna fizikalno-kemijska lastnost spojin. V farmacevtski industriji je pomembna 
tako na nivoju laboratorijskih raziskav in razvoju novih zdravilnih učinkovin kot tudi nadalje 
pri samem sinteznem in proizvodnem postopku. Topnost namreč pogojuje maksimalno 
koncentracijo učinkovine, ki prispe v krvni obtok in posledično na mesto delovanja, zato je 
pomemben parameter biofarmacevtske klasifikacije zdravilnih učinkovin. Prav tako pa je 
topnost samih kemijskih spojin kot izhodiščnih kemikalij pomembna lastnost in informacija za 
nadaljnjo obdelavo in uporabo le-teh v proizvodnji. Določa učinkovitost procesov, ekstrakcije, 
kristalizacije, destilacije in kromatografije. Torej pri samem čiščenju in izolaciji spojin, prav 
tako pa je pomembna tudi za izbiro ustreznega sinteznega medija. S pomočjo topnosti in 
parametrov povezanih z njo lahko pridobimo tudi ostale pomembne informacije o strukturi 
molekule in o njenih potencialnih interakcijah, zato je to področje pogosto predmet raziskav 
(26). Po IUPAC definiciji je topnost analitična sestava nasičene raztopine, izražena kot delež 
imenovanega topljenca v imenovanem topilu pri določeni temperaturi (27).  
Topnost po definiciji predstavlja stanje, ko je topljenec tekoč, trden ali plinast v ravnotežju z 
raztopino, oziroma maksimalno vrednost spojine, torej topljenca, ki ga lahko raztopimo v 
izbranem topilu pri določeni temperaturi. Gre torej za nasičeno raztopino oziroma homogeno 
molekularno disperzijo. Je kvantitativen podatek, ki ga vselej navajamo skupaj s temperaturo. 
Topnost je odvisna od fizikalno-kemijskih lastnosti uporabljenega topila in topljenca, tlaka in 
temperature. Osnovno pravilo topnosti; podobno se topi v podobnem, nakazuje lastnosti, ki jih 
moramo poznati pri spojini, katere topnost preučujemo. Poznavanje molekulske strukture je za 
napoved topnosti esencialnega pomena. Zaradi interakcij, ki jih med seboj tvorijo molekule 
topljenca in topila, pa je pomembno poznati tudi značaj in lastnosti molekule izbranega topila 
(28). 
V farmacevtski literaturi najdemo več definicij topnosti: 
KINTETIČNA TOPNOST gre za misnomer saj določa koncentracijo topljenca ob času, ko se 
prvič pojavi oborina. Pogosto jo določamo z dodajanjem netopila, gre pravzaprav za stopnjo 
precipitacije in ne topnost.  
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RAVNOTEŽNA ali TERMODINAMIČNA TOPNOST predstavlja koncentracijo topljenca v 
nasičeni raztopini ob prisotnosti trdnega oz. neraztopljenega topljenca, kjer je med raztopino in 
topljencem vzpostavljeno ravnotežje. pri določeni T. 
INTRINZIČNA TOPNOST se nanaša na topnost ionizirajočih spojin pri določenem pH-ju, kjer 
je topljenec popolnoma neioniziran (29). 
 
1.2.1. ENOTE IN NAVEDBA TOPNOSTI 
 
Topnost lahko navajamo kot absolutno topnost, kjer topnost natančno kvantificiramo, torej 
predstavlja točno koncentracijo topljenca v topilu pri znanih pogojih. Najpogosteje uporabljene 
enote v farmacevtski terminologijo so: molarnost (M), normalnost, molalnost ... Med najbolj 
pogostimi navedbami v farmacevtski industriji pa še vedno ostajajo deleži, masno masni 
odstotek (% w/w), volumsko volumski odstotek (% vol/vol) in masno volumski odstotek (% 
w/vol). Navedba topnosti v farmakopejah se nekoliko razlikuje, saj topnost navaja znotraj 
določenih meja oz. s tako imenovano stopnjo topnosti (27, 29).  
Preglednica I :Stopnje topnosti Evropske farmakopeje 
STOPNJA TOPNOSTI Volumen topila, potreben 
za raztapljanje 1g vzorca. 
Masa topljenca, ki se raztopi 
v 1000 mL topila. 
zelo lahko topno < 1 mL > 1000 g 
lahko topno 1–10 mL 1000 – 100 g 
topno 10–30 mL 100 – 33,3 g 
zmerno topno 30–100 mL 33,3 – 10 g 
težko topno 100–1000 mL 10 – 1 g 
zelo težko topno 1000–10000 mL 1 – 0,1 g 
praktično netopno > 10000 mL < 0,1 g 
 
1.3 TERMODINAMIKA TOPNOSTI  
 
Kot že zgoraj omenjeno, je sinonim za termodinamično topnost ravnotežna topnost, ki 
predstavlja koncentracijo topljenca v nasičeni raztopini. Sistem tako zajema dinamično 
ravnotežje med že raztopljenim topljencem in topljencem, ki se nahaja v trdnem stanju. Pri 
konstanti temperaturi lahko torej predpostavimo, da je proces raztapljanja in precipitacije 
oziroma obarjanja enako hiter, torej v ravnotežju, kar zagotavlja skupno konstantno 
koncentracijo topljenca v raztopini. To lahko podpremo z enačbo kemijskega potenciala (µi), ki 
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je za tekočo in trdno fazo topljenca enak: µºtrdno = µraztopljen. Sam kemijski potencial drugače 
zapišemo kot prosto molarno energijo; 
µ = µº + RT ln a, 
kjer µº predstavlja kemijski potencial molekule topljenca v njenem standardnem stanju in a 
aktivnost topljenca v raztopini. Sama aktivnost je definirana kot zmnožek aktivnostnega 
koeficienta in molskega deleža topljenca (a = γXi/Xiº). Topnost v osnovi predstavlja prispevek 
idealne topnosti in interakcije topila in topljenca, ki jih opišemo s pomočjo aktivnostnega 
koeficienta. Idealna raztopina, ima torej aktivnostni koeficient γ vseh komponent enak ena in 
tako poenostavimo enačbo atrden = araztopljen = XB. V idealnih raztopinah je končen seštevek sil 
pretrganja vezi in tvorbe vezi topilo-topljenec, topljenec-topljenec in topilo-topilo enak 0. Sam 
proces raztapljanja pa lahko sicer razdelimo na prehod topljenca iz trdnega agregatnega stanja 
v tekoče in nato mešanje že utekočinjenega topljenca s topilom. Tako je topnost idealne 
raztopine odvisna zgolj od entalpije taljenja (∆𝐻$), temperature tališča (Tm) in temperature 
okolja (T). Tako lahko zapišemo naslednji enačbi: 𝑙𝑛𝑥 = 	−	µ-º (s) −	µ-º (l)𝑅𝑇 = −3∆𝐺$56𝑅𝑇 7 = −∆𝐻$56𝑅𝑇 +	∆𝑆$56𝑅  
Ob predpostavki ΔSfus in ΔHfus = konst. v širšem T območju. Pri temperaturi tališča je ∆𝐺$56 = 
0, saj gre za ravnotežje (fazni prehod). Ko zapišemo še enačbo pri dejanski T in ju odštejemo 
dobimo: 𝑙𝑛𝑥 = 	−	 ∆𝐻$𝑅𝑇: 3𝑇: − 𝑇𝑇 7 
Topnost se pogosto oceni po zgoraj opisanih načelih, modelu idealnih raztopin, ocena pa je 
zaradi neupoštevanja vpliva več parametrov. V neidealnih raztopinah entalpija in energija 
mešanja nista zanemarljivi. Zaradi medsebojnih interakcij topilo–topljenec, topljenec– topljenec 
in topilo – topilo tudi aktivnostni koeficient ni enak 1 in ga moramo upoštevati pri izračunu.  𝑙𝑛𝑥 = 	−	 ∆𝐻$𝑅𝑇: 3𝑇: − 𝑇𝑇 7 − 𝑙𝑛𝛾 
Medmolekularne sile, ki so prisotne pri procesu raztapljanja, lahko pojasnimo s shemo 
raztapljanja. Ta zajema tri korake: cepitev vezi med dvema sosednjima molekulama topljenca, 
tvorbo prostora v topilu in zapolnitev prostora v topilu z molekulo topljenca. Interakcije, ki so 
prisotne v raztopini v času procesa raztapljanja, pa matematično dobro opiše spodnja enačba:  
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𝑙𝑛𝛾 = 	 (𝑤== − 2𝑤=? + 𝑤??) 𝑉?𝜃=?𝑅𝑇  
Kjer w11 predstavljajo sile med molekulami topila, w22 sile med samim topljencem in w12 sile 
med topilom in topljencem, V2 molarni volumen (podhlajene) taline topljenca in 𝜃= volumski 
delež topil. Rešitev (w22 + w11 – 2 w12), lahko poenostavimo, saj naj bi interakcije w12 
predstavljale geometrično povprečje. Zato lahko w12 zapišemo kot kvadratni koren iz zmnožka 
w11 in w22 (√𝑤??𝑤==C . ). Tu lahko vpeljemo Hildebrandov topnosti parameter, le ta je sicer v 
osnovi predviden le za enostavne kombinacije topilo/topljenec. Sam topnostni parameter δ 
predstavlja gostoto kohezivne energije in je prikaz kohezijskih sil δ = w221/2. Del zgornje enačbe 
lahko torej zapišemo kot w22 + w11 – 2w12 = (δ2 – δ1)2. 𝑙𝑛𝛾 = 	 (δ2	– 	δ1)? 𝑉?𝜃=?𝑅𝑇  
Hildebrandov parameter topnosti je uporaben predvsem pri napovedovanju topnosti, iz katerega 
pravzaprav izhaja sam izraz podobno se topi v podobnem. Manjša je razlika v topnostnih 
parametrih uporabljenih spojin, manjši bo prispevek aktivnostnega koeficienta in bližje bomo 
vrednosti idealne topnosti. Napovedovanje topnosti spojin s polarnim značajem predstavlja 
problem zaradi interakcij, ki so prisotne med molekulami topila in topljenca. Slednje lahko 
pogosto vpliva na netočnost izračuna same topnosti. Poleg vpliva aktivnostnega koeficienta, 
imajo veliko vlogo tudi sile, ki vplivajo na samo orientacijo molekul v raztopini. Mednje spadajo 
Columbove sile, H-vezi, van der Waals-ove intermolekularne sile neelektrolitov, ki jih 
razdelimo na interakcije dipol – dipol, znane kot oreintacijske sile oz. Keesomove sile, dipol – 
induciran dipol oz. Deby-ove sile, induciran dipol – induciran dipol oz. disperzijske ali 
Londonske sile (30, 31, 32) 
 
1.3 KINETIKA PROCESA TOPNOSTI 
 
Veliko vlogo pri študiju topnosti in s topnostjo povezanih parametrov ima kinetika, ki 
pravzaprav pomembno vpliva na sam proces raztapljanja. Za razlago samega procesa se 
največkrat uporabi Nernst-ov model s teorijo filma oziroma difuzijske plasti. Model zajema dva 
koraka: solvatacijo delca na stični površini topljenec – topilo, kar pripelje do tvorbe plasti 
nasičene raztopine okoli samega delca topljenca. Temu sledi raztapljanje in proces difuzije 
raztopljenih molekul topljenca v okolico. Na hitrost samega procesa vplivajo tako lastnosti 
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topila in topljenca, kot so viskoznost in temperatura topila, saj je difuzija hitrejša v manj 
viskoznih topilih pri višji temperaturi; (𝐷 =	 IJKLMN). Lastnosti topljenca, ki vplivajo na histrost 
raztapljanja pa zajemajo polimorfno obliko, velikost delcev topljenca in s tem stično površino, 
zato imajo manjši delci hitrejšo kinetiko raztapljanja, saj je njihova stična površina veliko večja. 
Samo kinetiko procesa raztapljanja pa pogosto opišemo z Noyes-Whitneyevo enačbo. 
 (31).  
 
1.4 METODE DOLOČANJA TOPNOSTI 
 
Metode določanja topnosti lahko razdelimo v tri različne kategorije, do sedaj ročne 
eksperimentalne metode za določanje topnosti, ki veljajo za tradicionalne, standardne metode 
(34). Najpogosteje se poslužujemo saturacijske metode oz. »saturation shake-flash method«. 
Gre sicer za zelo natančno, a zahtevno in časovno potratno metodo, ki temelji na pripravi 
nasičene raztopine oziroma disperzije. Raztopino stresamo do vzpostavitve ravnotežnega stanja, 
nato temu sledi ločba faz ali s centrifugiranjem ali s filtracijo. Supernatant nato analiziramo z 
UV-spektroskopsko, kromatografsko (HPLC) ali gravimetrično metodo. Glede na vse večje 
potrebe raziskav smo skozi čas uspeli razviti hitrejše in bolj avtomatizirane metode za določanje 
topnosti. Miniaturizirana saturacijska metoda oz. MSF (Miniaturized Shake-Flask Method) je 
zasnovana na osnovi saturacijske metode. Njena prednost sta velika natančnost in kapaciteta, 
vendar je instrumentalno nekoliko zahtevnejša. Omogoča nam analizo praktično vseh substanc, 
z majhno porabo materiala in časovno ekonomično izvedbo. Za merjenje topnosti se velikokrat 
uporabljajo tudi potenciometrične metode. Z njimi lahko s pomočjo elektrod določamo 
intrinzično topnost. Kot ekonomično in učinkovito poznamo tudi polavtomatsko 
potenciometrično kislinsko-bazno metodo, vendar je le-ta kljub svoji veliki zmogljivosti 
omejena le na ionizirajoče spojine. Za hitro in ekonomično določanje topnosti tako dobro kot 
slabo vodotopnih spojin poznamo tudi tako imenovane miniaturne naprave oz. »miniature 
device«, sklopljene s HPLC, ki so uporabne predvsem v zgodnjem razvoju novih farmacevtskih 
učinkovin (32, 33). 
 
Pri določanju topnosti s standardnimi pogoji je za samo točnost meritev potrebno upoštevati 
osnovne smernice za merjenje topnosti. Topljenec in topilo ne smeta imeti prisotnih nečistoč, ki 
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bi lahko potencialno vplivale na meritev, zagotovljeni morajo biti konstanti pogoji, kot je na 
primer temperatura, ob rezultatih meritev pa je potrebno navesti tudi uporabljeno metodo. Pri 
standardnih metodah je potrebno zagotoviti ravnotežno stanje in omogočiti vidno ločitev faz 
med topilom in topljencem. Poleg ročnih eksperimentalnih metod poznamo tudi in-sillico 
modele oz. matematično-računalniške modele, s katerimi lahko na podlagi podatkov o topilu in 
topljencu določimo topnost. Poznamo tako teoretične in tudi semi-teoretične modele. Do sedaj 
znani modeli temeljijo na logP, solvatacijskih lastnostih, obliki in površini molekul. Kljub temu, 
da so časovno in ekonomično najbolj učinkoviti, rezultati večkrat odstopajo od eksperimentalnih 
vrednosti, saj s temi metodami ne uspejo upoštevati vseh potrebnih spremenljivk (npr. 
polimorfizma, amorfnosti). Z naše strani uporabljene pa so tako imenovane pametno-
eksperimentalne oz. sintetične metode. Gre za eksperimentalne metode z manj omejitvami, ki 
so tako hitre kot tudi zanesljive. Med najpogosteje uporabljene spadajo PVM (ang. Particle 
Vision and Measurement), IR, Raman, HPLC… Mednje spadata tudi ATR-FTIR in FBRM 
metoda (32, 34, 35). 
 
1.4.1 ATR-FTIR 
 
Med pametno-eksperimentalne metode določevanja topnosti, predvsem temperaturne odvisnosti 
topnosti, spada tudi »in-situ on-line« metoda ATR-FTIR. Gre za PAT (angl. Process Analytical 
Technology) metodo, ki nam omogoča simultano in hkrati nedestruktivno spremljanje 
spreminjanja koncentracije v raztopini (38). Metoda je primerna za učinkovine in spojine, ki 
absorbirajo radiacijo v IR območju, prav tako si želimo, da ima proučevana molekula v svojem 
spektru značilen vrh, ki se jasno loči od spektra topila. To so lahko karbonilne skupine, ki so 
jasno vidne pri npr. valovni dolžini 1600 cm-1–1800 cm-1 in se tako značilno ločijo od ozadja 
(39). Pri tehniki ATR (Attenuated Total Reflection) oz. tehniki popolnega odboja, gre za pojav 
reflektivnosti (odsevnosti), pri kateri žarek svetlobe pod določenim vpadnim kotom potuje skozi 
gostejši, a transparenten medij oz. kristal do optično redkejšega vzorca, kjer se del svetlobe 
absorbira. Odbit in oslabljen žarek pa potuje nazaj do detektorja, kjer kot kvantitativno meritev 
zaznamo razliko v jakosti vpadne in odbite svetlobe.  
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Slika 5: Shema vpadne poti žarka pri ATR-FTIR sondi. V sondi se nahaja transparenti medij v našem 
primeru diamanti kristal, ki omogoča tehniko popolnega odboja. Žarek pride v stik z vzorcem, v našem 
primeru raztopino (FF, LA ali HMF) v izbranem topilu. 
Prednosti metode je njena manjša globina penetracije žarka, kar se izrazi posledično kot 
neobčutljivost na prisotnost delcev oz. kristalov v raztopini, prav tako pa tudi lažja ločitev 
spektra topila od topljenca, ko je to potrebno. Metoda, ki omogoča določitev temperaturne 
odvisnosti topnosti, je še posebno uporabna tako pri načrtovanju kot pri industrijskem 
spremljanju procesa kristalizacije (38–40). 
 
1.5 OSNOVE KRISTALIZACIJE 
 
S procesom kristalizacije se v farmaciji srečamo skoraj na vsakem izmed eksperimentalnih in 
kasneje proizvodnih korakov zdravilne učinkovine, vse od sinteze do tako imenovanega »scale-
up«-a, do določanja stabilnosti polimorfnih oblik proučevane učinkovine. Pogosto je poznana 
kot učinkovita metoda čiščenja in izolacije. Pri proizvodnji si tako želimo imeti čim večji nadzor 
nad samim procesom kristalizacije, saj lahko le-ta pomembno vpliva na ključne lastnosti 
učinkovine v končni formulaciji, kot sta npr. polimorfna oblika in z njo povezana topnost, 
posledično tudi stabilnost in končna biološka razpoložljivost. Ustrezen in uspešen nadzor nad 
procesom lahko dosežemo s poznavanjem osnovnega mehanizma in kinetike kristalizacije 
preučevane učinkovine. Sam proces v osnovi določajo termodinamični in kinetični parametri, 
skupaj z samim vplivom interakcij, ki jih tvori topljenec–topilo in topljenec-topljenec, pri tem 
pa pomembno vlogo igra izbira topila kristalizacije in posledično tudi sama topnost (30, 41). 
 
1.6 PREPLET TERMODINAMIKE, KINETIKE IN FENOMEN MOLEKULSKEGA 
PREPOZNAVANJA 
 
Proces kristalizacije lahko opišemo z vidika treh področij, ki se medsebojno neločljivo 
prepletajo. Govorimo o termodinamskem in kinetičnem pogledu na proces kristalizacije, ki ju 
povezuje fenomen medsebojnega molekulskega prepoznavanja. Kinetika kristalizacijski proces 
razdeli v tri faze:  
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• Supersaturacija; v prvi fazi se pri ustreznih pogojih oz. ko je kemijski potencial trdnega 
delca nižji od kemijskega potenciala raztopine, začne kristalizacija posameznih trdnih 
delcev iz raztopine, vse dokler se kemijska potenciala trdne in tekoče faze ne izenačita 
in dobimo nasičeno raztopino. Gonilna sila kristalizacije je tako razlika v kemijskem 
potencialu. Območje supersaturacije po navadi izražamo kot: koncentracija ulomljena s 
topnostjo topljenca v raztopini. Supersaturacijsko stanje lahko dosežemo z višanjem 
koncentracije topljenca ali zmanjšanjem topnosti topljenca. Koncentracijo topljenca 
zvišamo z uparevanjem topila ali raztapljanjem metastabilne oblike molekule topljenca 
(gre za princip različne topnosti posameznih polimorfnih oblik). Zmanjšanje topnosti 
molekule topljenca pa dosežemo z ohlajanjem raztopine, dodatkom netopila, s 
spremembo pH-ja ali z dodatkom ionov oziroma izsoljevanjem.  
• Nukleacija; gre za proces nastajanja jeder kristalov, kar imenujemo jedrenje oziroma 
nukleacija. Ločimo homogeno in heterogeno nukleacijo. O homogeni nukleaciji 
govorimo, kadar se proces zgodi spontano, če pa je vzrok za nukleacijo zunanji 
sprožilec, kot na primer dodatek kristalov molekule topljenca, pa to opredelimo kot 
heterogena nukleacija, v tem primeru, natančneje sekundarna nukleacija. Kadar so v 
raztopini prisotne močne interakcije med molekulami topljenca in topila (npr. H-vezi), 
te večkrat prevladajo in tako popolnoma spremenijo kinetiko procesa. Nukleacija se v 
takšnem primeru lahko signifikantno upočasni, saj močne interakcije med topljencem in 
topilom vplivajo na proces desolvacije molekul topljenca, s katerimi se nukleacija 
prične. Kadar so omenjene vezi tako močne, da proces desolvacije ne more poteči, 
molekule topljenca kristalizirajo skupaj s topilom, torej dobimo molekule topila, 
vgrajene v strukturo kristala, torej solvate. 
• Rast kristalov predstavlja zadnjo, tretjo, fazo procesa kristalizacije. V fazi rasti jedra 
prerastejo v kristal, ki postane viden s prostim očesom. Faza zajema več korakov, in sicer 
prenos molekul iz raztopine na zunanjo površino jedra, adsorpcijo molekul in difuzijo 
na zunanjo površino ter vgraditev v kristalno strukturo. Hitrost rasti pri tem določa 
najpočasnejši izmed korakov, poznamo volumsko-difuzno omejeno rast, kjer je 
najpočasnejši korak difuzija molekul na površino, in površinsko-integracijsko omejeno 
rast, kjer je korak, ki določa hitrost rasti, vgradnja molekul v kristalno mrežo. Kateri 
izmed korakov bo najpočasnejši in s čim bo omejena rast kristalov, je odvisno od izbire 
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topila. Kot pri nukleaciji pa ima tudi pri rasti kristalov medsebojna molekulska 
prepoznavnost podoben vpliv, torej močne vezi med topilom in topljencem lahko 
prevladajo do te mere, da se rast kristalov upočasni. Tako je za idealno kristalizacijo 
vedno potreben kompromis pri izbiri topila, in sicer dobra topnost in ustrezne interakcije 
z molekulami topljenca, ki ga želimo kristalizirati (30, 38). 
 
1.7 KRISTALIZACIJA Z OHLAJANJEM 
 
Pogosto uporabljena metoda za doseg supersaturacijskega stanja je ohlajanje oz. zniževanje 
temperature. Za njo je značilen prehod iz točke X do točke Z, kar lahko ponazorimo s spodnjim 
grafom (Slika 6). Ta predstavlja raztopljeno molekulo topljenca v točki X, presežek topnosti v 
točki Y in spontano nukleacijo v točki Z. S tem lahko opišemo željeni končni cilj kristalizacije, 
in sicer ohranjanje pogojev ustreznih metastabilni fazi; na grafu območje med prekinjeno in 
polno črto, saj le-to zagotavlja uspešno kontroliran proces. Če se po grafu premaknemo v levo 
od točke Z in prečkamo prekinjeno krivuljo, preidemo v nestabilno območje, kjer procesa 
kristalizacije ne moremo več kontrolirati, saj se hitrost kristalizacije bistveno poveča. 
Metastabilna cona, nam tako omogoča željeni nadzor nad procesom, na katerega lahko vplivamo 
s segrevanjem ali z ohlajanjem raztopine, mešanjem, dodatkom kristalov, ki sprožijo tako 
imenovano sekundarno kristalizacijo. Pomembno vlogo pri metastabilni coni ima topilo. Ta se 
zaradi različne topnosti oz. supersaturacijskega stanja izbrane molekule v raztopini pogosto 
razlikuje med posameznimi topili, kar direktno vpliva na hitrost nukleacije (30, 38). 
 
Slika 6: Shema prehodov posameznih stanj pri kristalizaciji z ohlajanjem. 
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1.8 FBRM METODA 
Medprocesna analitična tehnologija oz. PAT (angl. Process Analytical Technology), ki nam 
omogoča in-line spremljanje procesov, spada k metodam merjenja odbojne jakosti laserskega 
žarka (FBRM, angl. Focused Beam Reflectance Measurement). Gre za najpogosteje uporabljeno 
metodo pri spremljanju procesa kristalizacije. Uporabna je za spremljanje tako brezbarvnih kot 
obarvanih suspenzij. Analitska tehnika nam omogoča kvalitativno spremljanje mikrodelcev v 
raztopinah. Omogoča določitev števila in velikosti delcev, s pomočjo programske opreme pa 
nam poda tudi podatke o sami porazdelitvi. Gre za reflekcijsko tehniko, kjer snop žarkov potuje 
skozi lečo, obsvetli delec oz. kristal in se odbije oz. razprši. Detektor pri tem zazna čas potovanja 
delca skozi snop žarkov, ki ga pomnoži s hitrostjo, in tako dobi razdaljo, ki predstavlja velikost 
osvetljenega delca (43). 
Opisani metodi ATR-FTIR in FBRM sta skupaj izjemno učinkoviti za načrtovanje in 
optimizacijo samega procesa kristalizacije, tako lahko s pomočjo le-teh določimo temperaturo 
začetka kristalizacije kot tudi število in porazdelitev nastalih delcev. 
 
Slika 7: FBRM sondni sistem. 
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2. NAMEN DELA 
 
Naš cilj je določiti topnost treh molekul: furfurala, hidroksimetilfurfurala in levulinske kisline 
v več topilih. Topnost bomo določili pri treh različnih temperaturah in na osnovi pridobljenih 
podatkov izbrali ustrezno topilo in pogoje, v katerih bomo v nadaljevanju izvedli kristalizacijo 
kot proces čiščenja omenjenih substanc. Za kvantitativno oceno topnosti smo izbrali ne-
farmakopejsko »in situ in-line« metodo, in sicer smo se v našem primeru odločili za ATR-FTIR 
sondo, pri kateri bomo na spektru spremljali signal, značilen za posamezno molekulo. Sama 
metoda nam bo omogočila simultano spremljanje podatkov v odvisnosti od časa. Poleg tega pa 
hitrost te metode nudi hiter pregled velikega števila topil, zaradi česar je tudi njena uporaba v 
farmacevtski industriji vedno širša. S pomočjo umeritvene krivulje in nadaljnje obdelave 
podatkov želimo dobiti dovolj dobro oceno topnosti kot tudi vpogled v obnašanje molekul v 
različnih polarnostnih skupinah topil pri različnih temperaturah.  
 
Dobljene informacije in ocena topnosti zagotavljajo nadaljnjo optimizacijo pogojev za uspešno 
voden proces kristalizacije. Ustrezna izbira pogojev vključuje izbiro kristalizacijskega topila in 
temperaturnega območja. Proces kristalizacije bomo nato kvantitativno ocenili s pomočjo že 
omenjene ATR-FTIR sonde in dodatne in-line metode, t.j. FBRM sonde, ki nam bo omogočila 
spremljanje spreminjanja velikosti nastalih kristalnih delcev v odvisnosti od časa. 
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3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
V nadaljevanju so opredeljene vse, pri delu uporabljene kemikalije z njihovo čistostjo, s 
proizvajalcem, CAS številko in temperaturo tališča. 
 
3.1.1. PROUČEVANE MOLEKULE 
 
• FURFURAL; 99 %, Sigma Aldrich, 98-01-1, –36 °C; 
• LEVULINSKA KISLINA; 98 %, Sigma Aldrich, 123-76-2, 30–33 °C; 
• HIDROSKIMETIL FURFURAL; Kemijski Inštitut, 67-47-0, 28.0–33.0 °C 
3.1.2 TOPILA 
 
• n-heksan; 98.5 %, Merck, 110-54-3, –94 °C; 
• cikloheksan; 99.5 %, Elixir Zorka Šabac, 110-82-7, 6.5 °C; 
• benzen 99.0 %, Honeywell, 71-43-2, 5.5 °C; 
• toluen 99.7 %, Honeywell, 108-88-3, –95.0 °C; 
• 1,4-dioksan; 99 %, Honeywell, 123-91-1, 12 °C; 
• dietileter: 99.5 %, Merck, 60-29-7, –116.3 °C; 
• diklorometan; 99.5 %, Merck, 75-09-2, –95 °C; 
• tetrahidrofuran (THF); 99 %, Sigma Aldrich, 96-47-9, –108 °C; 
• etilacetat; 99.9 %, Honeywell, 141-78-6, 84 °C; 
• aceton; 99.5 %, Honeywell, 67-64-1, –95 °C; 
• dimetilfuran (DMF); 99.7 %, Merck, 68-12-2, –61 °C; 
• acetonitril; 99.9 %, Merck, 75-05-8, –45.7 °C; 
• dimetilsulfoksid (DMSO); 99.9 %, Merck, 67-68-5, 18.5 °C; 
• mravljična kislina; 100 %, Merck, 64-18-6, 4 °C; 
• n-butanol; 99.5 %, Merck, 71-36-3, −89 °C; 
• n-propanol; Alkaloid Skopje, 71-23-8, –126 °C; 
• etanol (EtOH); 99.9 %, Carlo Erba, 64-17-5, –114 °C; 
• metanol (MeOH); 99.9 %, Honeywell, 67-56-1, –98 °C; 
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• ocetna kislina; 100 %, Merck, 64-19-7, 17 °C; 
• prečiščena voda (H2O); semi-Q, 0 °C, Kemijski Inštitut. 
 
3.1.3. HLADILNA SREDSTVA  
 
• tekoči dušik (N2), 
• hladna kopel: 
 - suhi led, 
 - acetonitril; 
• antifriz; 
• etanol (prevodnik med vialo in ohlajanim/segrevanim plaščem reaktorja). 
 
3.1.4. REAGENTI 
 
• Etanol kot sredstvo za čiščenje diamantne sonde pri FBRM . 
 
3.2 NAPRAVE IN PRIBOR 
 
3.2.1 STEKLOVINA IN PRIBOR 
 
• čaše, merilni valj, steklene in plastične kapalke, gumijasti nastavki za kapalke, 
magnetno mešalo (križno, ovalno), spatula, nastavki za pipete; 
• polavtomatske pipete; 20–200 µL, 50–500 µL, 1–5 mL; 
• viale; 1 mL, 5 mL; 
• reaktor s plaščem 250 mL; 
• stojalo, prižema; 
• aluminijasta folija. 
 
 
3.2.2. NAPRAVE 
 
• precizna tehnica X (Mettler Toledo); 
• prenosni termometer; 
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• in-situ FBRM, Lasentec D600 tip L, Mettler Toledo, opremljeno z iC R1 programsko 
opremo; 
• in-situ ATR-FTIR z diamantno sondo, ReactIR 45 m, Mettler Toledo, opremljeno z 
iC R1 programsko opremo; 
• toplotna črpalka za uravnavanje temperature; 
• mešalnik; 
• hladilnik 4–8 °C. 
 
3.3 METODE 
 
3.3.1 HITRA KVALITATIVNA OCENA TOPNOSTI 
 
Za hitro prerešetanje nabora 22 topil, smo za vsako izmed izbranih molekul pripravili 19 
različnih raztopin s koncentracijo 20 g topljenca v 1000 mL topila . V 1 mL vialo smo natehtali 
ustrezno količino izbrane molekule (20 mg) in dodali 1 mL topila. Po treh minutah ročnega 
mešanja smo vizualno ocenili, ali se je dodana količina topljenca raztopila. Metodo smo lahko 
uporabili samo za spojini furfural in hidroksimetilfurfural, saj je bil rezultat zaradi njune 
obarvanosti dovolj nazoren. Zaradi samih lastnosti levulinske kisline kot brezbarvne kemikalije 
izbira enakega postopka v enakem volumnu ni bila smiselna. Topila, v katerih so se molekule 
furfurala in hidroksimetilfurfurala dobro raztapljale in z njimi niso reagirale, smo izbrali za 
nadaljnjo obravnavo.  
 
Preglednica II: Vizualna ocena topnosti v izbranem naboru topil 
topljenec/ 
topilo FURFURAL HIDROKSIMETILFURFURAL  
pentan netopen netopen 
heksan ≥20 g/L* netopen 
cikloheksan ≥20 g/L* netopen 
benzen ≥20 g/L* netopen 
toluen ≥20 g/L* netopen 
1,4-dioksan ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
kloroform ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
dietileter ≥20 g/L* netopen 
diklorometan ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
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THF ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
etilacetat  ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
aceton ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
DMF ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
acetonitril ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
DMSO ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
mravljična kislina Razpade* razpade 
n-butanol ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
n-propanol ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
etanol ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
metanol ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
ocetna kislina ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
H2O ≥20 g/L* ≥20 g/L* 
netopen = opazili smo, da se spojina ni raztopila pri 
koncentraciji 20 g topila/1000 mL topljenca. * ≥ 20 g/L, 20 
mg spojine se je raztopilo v 1 mL izbranega topila.  
 
3.3.2 IR SPEKTER FURFURALA, HIDROKSIMETILFURFURALA IN LEVULINSKE 
KISLINE 
 
Za snemanje IR spektrov smo uporabili in-situ ATR-FTIR sondo ReactIR 45 m proizvajalca 
Metler Toledo. Posneti spektri zajemajo območje valovnega števila 650–2000 cm–1. V čašo, v 
katero smo predhodno odmerili 10 mL furfurala, smo namestili in-situ ATR-FTIR diamanto 
sondo in s pomočjo iRC 1 programske opreme posneli spekter. Spekter smo nato uredili v MC 
Excelu in ga grafično predstavili. Enak postopek smo ponovili pri snemanju spektra 
hidroksimetilfurfurala in levulinske kisline. Pri vzorcih slednjih je bila za razliko potrebna 
predpriprava zaradi višje temperature tališča, in sicer smo kemikaliji utekočinili s pomočjo 
segrevanja z električnim grelnikom do temperature 35 °C. Po obdelavi IR spektra smo 
posameznim vrhovom določili funkcionalne skupine in kot najbolj značilno ter za nadaljnje 
opazovanje najbolj primeren izbrali vrh karbonilne skupine. 
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3.3.3 KVANTITATIVNA OCENA TOPNOSTI  
 
5.3.3.1 MERJENJE ABSORBANCE S ATR-FTIR SONDO 
 
Za kvantitativno oceno topnosti smo najprej z in-line metodo s pomočjo in-situ ATR-FTIR 
sonde pripravljenim raztopinam HMF-ja, FF-a in LA izmerili absorbanco. Spektre smo tudi 
tukaj merili v območju valovnega števila med 650 cm–1 in 2000 cm–1. Posneti spektri so bili 
merjeni z nastavitvijo osvežitve vsakih 15 s, vsak izmed njih pa predstavlja povprečje 50 
posnetkov. Pripravili smo raztopine s koncentracijami 0 g, 20 g, 50 g, 100 g, 200 g topljenca v 
enem 1000 mL topila. Željene koncentracije raztopin smo pripravili, tako da smo v 4 različne 
viale zatehtali 60 mg, 150 mg, 300 mg in 600 mg proučevane spojine (FF, LA, HMF) in dodali 
3mL izbranega topila. V vsako izmed vial smo vstavili magnetno mešalo in viale postavili na 
magnetni mešalnik. Mase in dodatek volumna topila za posamezni vzorec so prikazani spodaj v 
tabeli 3. Pred meritvijo smo diamantno sondo očistili z etanolom. Za vsak vzorec smo najprej 
posneli spekter čistega topila, eksperiment začasno ustavili, očistili sondo z etanolom, jo posušili 
s krpico in sondo vstavili v naslednjo vialo z najnižjo koncentracijo raztopine. Postopek smo 
ponovili pri vseh 4 koncentracijah raztopin za vsako izmed proučevanih spojin. Meritve smo za 
vsako izmed raztopin izvedli pri treh temperaturah, poleg sobne temperature še pri 0 °C (±0,5 
°C) in –10 °C (±0,5 °C). Za sistem hlajenja smo uporabili črpalko, povezano z 250 mL plaščnim 
reaktorjem. Kot hladilno sredstvo črpalke je bil uporabljen antifriz. Viale s pripravljenimi 
raztopinami smo pri eksperimentih, ki smo jih izvajali pri nižjih temperaturah, potopili v reaktor, 
napolnjen z etanolom, saj nam je ta kot prevodni medij omogočal doseganje dovolj nizkih 
temperatur. Ko smo v viali s pomočjo prenosnega termometra izmerili ustrezno temperaturo 
predvideno za meritev, smo zgoraj opisani postopek meritev absorbance raztopin 4 različnih 
koncentracij in čistega topila pri treh različnih temperaturah ponovili pri vsakem izmed izbranih 
topil. Med vsako spremembo temperaturnega programa smo sondo s pomočjo programske 
opreme sprotno kalibrirali. V primeru višje temperature tališča topila (0 °C <) smo meritve 
izvedli samo pri sobni temperaturi.  
 
 
 
 
22 
Preglednica III: Podatki zatehte mas furfurala in dodanega volumna topila. 
topilo FURFURAL 
 V (mL) m (mg) 
benzen 3 mL 60,04 149,96 300,09 600,05 
toluen 3 mL 59,95 149,98 299,99 600,00 
1,4-dioksan 3 mL 60,00 149,95 299,95 599,98 
dietileter 3 mL 60,04 150,00 299,95 599,99 
diklorometan 3 mL 60,02 149,95 299,99 599,97 
etilacetat 3 mL 59,98 149,97 299,98 599,95 
THF 3 mL 60,04 149,99 300,04 600,04 
aceton 3 mL 59,97 150,04 299,95 600,00 
acetonitril 3 mL 60,00 149,97 300,01 600,01 
DMSO 3 mL 59,97 150,00 299,96 600,01 
n-butanol 3 mL 59,96 150,04 299,96 599,96 
n-propanol 3 mL 59,96 149,97 300,00 60,08 
EtOH 3 mL 60,04 150,04 299,98 600,04 
MeOH 3 mL 60,03 150,02 300,04 600,01 
H2O 3 mL 60,03 150,01 299,98 600,04 
 
Preglednica IV: Podatki zatehte mas levulinske kisline in dodanega volumna topila. 
topilo LEVULINSKA KISLINA 
 V (mL) m (mg) 
benzen 3 mL 60,01 150,00 300,04 599,99 
toluen 3 mL 60,01 150,02 300,03 600,00 
1,4-dioksan 3 mL 60,02 150,01 300,01 599,97 
dietileter 3 mL 60,04 150,01 300,01 599,98 
diklorometan 3 mL 60,02 150,03 300,00 599,98 
etilacetat 3 mL 60,01 150,02 300,00 599,99 
THF 3 mL 60,00 150,04 299,99 600,00 
aceton 3 mL 60,03 150,05 300,01 600,02 
acetonitril 3 mL 60,00 149,99 299,98 600,01 
DMSO 3 mL 60,01 150,01 300,03 600,03 
n-butanol 3 mL 60,04 150,02 300,01 600,01 
n-propanol 3 mL 60,00 150,00 300,03 599,93 
EtOH 3 mL 60,02 149,98 300,02 599,92 
MeOH 3 mL 59,99 150,04 300,05 599,93 
H2O 3 mL 59,97 149,96 300,02 600,04 
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Preglednica V: Podatki zatehte mas hidroksimetilfurfurala in volumen dodanega topila. 
topilo HIDROKSIMETILFURFURAL 
 V (mL) m (mg) 
1,4-dioksan 3 mL 60,01 150,01 300,03 599,99 
diklorometan 3 mL 59,96 150,00 300,00 600,00 
etilacetat 3 mL 60,04 149,99 300,00 600,02 
THF 3 mL 59,97 150,03 300,01 600,01 
aceton 3 mL 60,05 150,00 299,96 600,00 
acetonitril 3 mL 59,99 150,01 300,04 600,03 
DMSO 3 mL 59,98 150,03 300,05 599,99 
n-butanol 3 mL 60,02 149,99 299,97 599,97 
n-propanol 3 mL 60,04 149,96 300,00 600,05 
EtOH 3 mL 60,03 150,04 300,03 600,01 
MeOH 3 mL 60,04 150,05 299,99 600,04 
H2O 3 mL 60,01 150,01 299,98 600,02 
 
 
 
3.3.3.2 OBDELAVA PODATKOV IN POSTAVITEV ENAČBE ZA IZRAČUN TOPNOSTI 
 
Posnete spektre smo za nadaljnjo obdelavo uvozili v program MC Excel. Za vsako izmed spojin 
smo v območju, ki je značilno za karbonilno skupino, izbrali valovno število, ki bo v 
nadaljevanju predmet opazovanja. V nadaljevanju bomo tako pri furfuralu spremljali vrh z 
valovno dolžino 1696 cm–1, pri hidroksimetilfurfuralu 1720 cm–1 in pri levulinski kislini 1673 
cm–1. Podatke vseh treh molekul, v kombinaciji s topili, smo nato grafično predstavili, kjer smo 
navedli izmerjeno absorbanco v odvisnosti od koncentracije posameznih raztopin. Podatke, ki 
niso izkazali linearne korelacije, smo nato s pomočjo MC Excel reševalnika (solver) enačb 
prilegali enačbi; 
 𝑦 = 𝐴	(	1 − 𝑒STU), (1) 
 
kjer y predstavlja vrednost izmerjene absorbance pri določeni koncentraciji x. V enačbi A in b 
predstavljata konstanti, ki smo ju dobili s prileganjem in za vsak eksperiment predstavljata 
svojo vrednost. Prav tako pa sta nujni za izračun topnosti. Kvantitativno oceno topnosti smo 
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izračunali kot 99 % vrednost s prileganjem izračunane absorbance posameznega eksperimenta. 
Spodnja enačba prikazuje vrednost topnosti dobljeno s povratnim izračunom:  
 
 𝑙𝑛(1 − 0,99𝑦𝐴 )−𝑏 = 𝑥. (2) 
 
3.3.4 KRISTALIZACIJA HIDROKSIMETILFURFURALA IN LEVULINSKE KISLINE 
 
Po pridobljenih podatkih temperaturne odvisnosti topnosti smo kot drugi cilj želeli doseči 
kristalizacijo dveh izmed izbranih spojin, ki se pri sobni temperaturi nahajata v trdnem 
agregacijskem stanju; hidroksimetilfurfurala in levulinske kisline. 
 
3.3.4.1 IZBIRA KRISTALIZACIJSKEGA TOPILA 
 
Na osnovi pridobljenih podatkov topnosti v odvisnosti od spremembe temperature smo 
poskusili izbrati primerno kristalizacijsko topilo.  
 
•  HIDROKSIMETILFURFURAL 
Največjo spremembo v topnosti pri ohlajanju raztopin HMF-ja izmed nabora varnih in okolju 
prijaznih topil sta izkazala metanol in etanol, vendar pri eksperimentu merjenja topnosti ni 
prišlo do nastanka kristalov. Za eksperiment kristalizacije v etanolu in metanolu smo tako z 
namenom doseganja kristalizacije temperaturo znižali s pomočjo hladne kopeli; 
- hladna kopel: a) suhi led in NaCl v razmerju 3 : 1, (–20 °C); 
   b) suhi led in acetonitril, (–40 °C) ; 
- raztopina HMF v EtOH; v 4 mL EtOH, dodamo 6 g HMF-ja, da dobimo raztopino s prebitkom 
topljenca; 
- raztopine HMF v MeOH; v 4 mL MeOH, dodamo 12 g HMF-ja, da dobimo raztopino s 
prebitkom topljenca. 
 
Raztopine smo oddekantirali v 5 mL viale in opremljene z magnetnimi mešali, smo potopili v 
hladno kopel; a) dokler temperatura v viali ni dosegla –20 °C. Vidnih sprememb v raztopinah 
HMF-ja nismo opazili in kristalizacija ni potekla. Postopek smo ponovili pri nižji temperaturi. 
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Viale s pripravljenimi raztopinami smo potopili v hladno kopel b) in počakali, da je temperatura 
v vialah dosegla –40 °C. Temperaturo smo merili s pomočjo prenosnega termometra. Tudi z 
nižanjem temperature do kristalizacije ni prišlo. Ker smo želeli izbrati enako kristalizacijsko 
topilo za obe spojini, tako za HMF kot LA, smo enak postopek ponovili pri eksperimentih z 
LA, kljub dejstvu, da je EtOH v primerjavi z MeOH izkazoval opaznejše znižanje topnosti po 
podatkih pridobljenih iz eksperimentov za določitev temperaturne odvisnosti topnosti pri 
ohlajanju raztopine. 
 
• LEVULINSKA KISLINA 
- Raztopina LA v EtOH, v 4 mL EtOH, dodamo 4 g LA, da dobimo raztopino s prebitkom 
topljenca. 
- Raztopina LA v MeOH, v 4 mL MeOH, dodamo 4 g LA, da dobimo raztopino s prebitkom 
topljenca. 
Temu je sledil enak postopek ohlajanja vial z raztopinami. Prav tako tudi pri LA ni prišlo do 
kristalizacije pri temperaturi –20 °C, prav tako tudi ne pri –40 °C. 
 
Sicer pa lahko v toluenu opazimo dobro ujemanje tako ekperimentalnih kot literaturnih 
podatkov, za kristalizacijo proučevanih spojin, kljub temu smo se po pregledu literature odločili 
za drugačno kombinacijo topila in ciljne temperature kristalizacije. Po naših do sedaj zbranih 
podatkih, z izjemo furfurala v toluenu, nismo zaznali kristalizacije v nobenem izmed izbranih 
topil v temperaturnem razponu od 25 °C do –15 °C. Tako smo se odločili, da je znižanje 
temperature ključno, da bi dosegli željeni proces. Pri izbiri ciljne temperature smo si pomagali 
z raziskavo, kjer so dokazali kristalizacijo HMF-ja pri ohlajanju do temperature –40 °C 
(natančneje med –25 °C in –35 °C) v organskem topilu (44). Na izbiro našega topila je v 
nadaljevanju vplivala tako najnižja vrednost topnosti (HMF-ja) med izbranimi topili npr. H2O, 
kot sam postopek pridobivanja HMF-ja in LA, ki se po navadi izvaja v DMSO-ju (44, 45). 
Zaradi visokih temperatur tališč vode in DMSO-ja (Tm: 18.5 °C) smo s pomočjo podatkov iz 
literature poiskali razmerje, ki omogoča znižanje temperature pod –40 °C (47). 
 
• MOLSKO RAZMERJE TOPIL  
- 0,8 mol H2O : 0,2 mol DMSO, Tm= –110 °C; 
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- 0,85 mol H2O : 0,15 mol DMSO, Tm= –45 °C. 
 
Kristalizacija na manjši skali z vizualno oceno:  
- Raztopina 1 HMF; molsko razmerje topil (0,85:0,15 – H2O:DMSO), v 5 mL vialo smo 
natehtali 1,95 g DMSO-ja in 3 g H2O, premešali ter dodali 1,7 g HMF-ja. 
- Raztopina 1 LA; molsko razmerje topil (0,85:0,15 – H2O:DMSO), v 5 mL vialo smo 
natehtali 1,95 g DMSO-ja in 3 g H2O, premešali in dodali 3 g LA. 
V viali smo dodali magnetno mešalo in ju potopili v hladno kopel. Tudi, ko je raztopina v viali 
dosegla –40 °C, ni bilo opaziti vidnih sprememb. Eksperiment smo nadaljevali s spremenjenim 
razmerjem topil. 
- Raztopina 2 HMF; molsko razmerje topil (0,80:0,20 – H2O:DMSO), V 10 mL vialo smo 
natehtali 2,6 g DMSO-ja in 3 g H2O, premešali in dodali 2,1 g HMF-ja. 
- Raztopina 2 LA; molsko razmerje topil (0,80:0,20 – H2O:DMSO), V 10 mL vialo smo 
natehtali 2,6 g DMSO-ja in 3 g H2O premešali in dodali 3,4 g LA 
V viali smo dodali magnetno mešalo in ju potopili v hladno kopel, ko se je raztopina ohladila 
na –35 °C, smo v viali opazili vidno spremembo v obliki večjih kristalnih delcev, zato smo 
postopek ponovili tudi na večji skali.  
 
3.3.4.3 IZVEDBA IN NADZOR KRISTALIZACIJSKEGA PROCESA 
 
Za opazovanje procesa kristalizacije smo povečali skupni volumen topila, in sicer tako, da smo 
ohranili molsko razmerje med DMSO-jem in H2O (0,2 : 0,8). V čaši smo natehtali 15 g H2O in 
13 g DMSO ter dodali ustrezno količino (10,5 g) HMF-ja in (17 g) levulinske kisline. 
Nasičenost raztopin smo potrdili z vnaprejšnjim merjenjem absorbance v tem koncentracijskem 
območju, le-ta se ob dodatku 1,5 g proučevane molekule ni signifikantno spreminjala. Čašo 
smo postopno ohlajali s pomočjo hladne kopeli, tako da smo v acetonitril postopno dodajali 
suhi led, dokler se ni temperatura kopeli ustalila med –40 °C in –42 °C. V čašo smo pred 
začetkom eksperimenta namestili prenosni termometer, in-situ ATR-FTIR in FBRM sondo. 
Med ohlajanjem smo redno zapisovali spremembo temperature. Ko smo dosegli začetno 
temperaturo kristalizacije, smo lahko v čaši opazili vidne delce kristalov in po 5 min zaključili 
eksperiment.  
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3.3.5 OBDELAVA PODATKOV 
 
Sondi in-situ ATR-FTIR in FBRM nam omogočata zaznavo padca koncentracije, ki jo zaznamo 
s spremembo absorbance opazovanega vrha karbonilne skupine posamezne spojine in števila ter 
velikosti nastalih kristalov. Pridobljene podatke smo s pomočjo iC RC1 programske opreme 
nato uvozili v MC Excel in podatke predstavili kot temperaturno odvisnost spreminjanja 
koncentracije. Podatki FBRM sonde nam omogočajo vpogled v odvisnost naraščanja števila 
delcev od temperaturne spremembe in spremljanje porazdelitve velikosti delcev tako v eni točki 
kot v daljšem časovnem obdobju. 
4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 UTEMELJITEV METODE 
 
Potreba po inovativnosti, spremljanju procesov v realnem času je v farmacevtski industriji danes 
postala nujna. Sredstvo, ki nam to omogoča so PAT (angl. Process Analytical Technology) 
oziroma procesno-analitične tehnologije, s katerimi lahko dizajniramo, analiziramo in 
kontroliramo opazovani proces. Leta 2004 je tako FDA izdala smernice za uporabo PAT v 
farmaciji, saj nam le-ta omogoča vgraditi kakovost v sam proizvodnji proces (48) .Uporaba PAT 
pa ni pomembna samo v proizvodnji, ampak, uporabljena v začetni fazi raziskav omogoča lažji 
in hitrejši prehod iz laboratorijskega nivoja na industrijski. Zaradi svoje zmogljivosti jo tako 
uporabljamo tudi v samih bazičnih raziskavah, saj velikokrat pripomore k boljšemu 
razumevanju samega procesa (49). Tako FBRM in ATR-FTIR sta metodi, ki spadata med PAT. 
Sama določitev topnosti z uporabo ATR-FTIR nam je omogočila hitro oceno topnosti v širšem 
temperaturnem območju, kar v našem primeru s standardnimi metodami ne bi bilo mogoče. 
Pridobljene podatke smo tako lahko uporabili pri optimizaciji procesa kristalizacije, kjer smo za 
nadzor samega procesa poleg ATR-FTIR sonde uporabili še FBRM sondo. Obe metodi se 
konvencionalno uporabljata za nadzor kristalizacijskih procesov. FBRM sonda nam je v pomoč 
pri samem vpogledu v PSD porazdelitev velikosti delcev, točnem času in temperaturi začetka 
kristalizacije. ATR-FTIR sonda pa nam ponuja vpogled v absorbanco, posledično z obdelavo 
podatkov tudi koncentracijo v raztopini, ki se, kot vemo, prav tako spreminja med samim 
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procesom kristalizacije. V pomoč nam je tudi pri sami določitvi začetne temperature 
kristalizacije (38, 49). 
4.2 ATR-FTIR SPEKTER FURFURALA, LEVULINSKE KISLINE IN 
 HIDROKSIMETILFURFURALA 
 
IR spektroskopija je zaradi svoje specifičnosti ena izmed najbolj uporabljenih tehnik za 
identifikacijo spojin. S poznavanjem kemijske strukture in posameznih funkcionalnih skupin 
proučevanih molekul smo izvedli analizo dobljenega spektra, kar nam je olajšalo delo pri 
nadaljnjih kvantitativnih ocenah. 
Pri analizi IR spektra furfurala opazimo višji vrh na območju med valovnim številom 1650 cm-
1 in 1700 cm-1. V omenjenem območju je značilna absorpcija karbonilne skupine, v našem 
primeru se sam vrh deli na dva vrhova z valovnima dolžinama 1671 cm-1 in 1696 cm-1 in pripada 
aldehidni funkcionalni skupini molekule furfurala (˗H˗C=O). Lahko vidimo, da skupina 
absorbira pri nekoliko nižjem valovnem številu, in sicer zaradi tvorbe intramolekularne 
vodikove vezi, ki se, znano, pojavlja pri konjugiranih aldehidih. Razcep vrha pa lahko 
pojasnimo z izomerizacijo aldehidne skupine, ki postane še nekoliko bolj izrazita po dodatku 
topila oz. drugega medija. Izomerizacija, ki jo imenujemo tudi Fermi resonanca, je prav tako 
vidna tudi pri razcepu vrha v območju med 1350 in 1400 cm-1, v našem primeru gre za vrha pri 
valovnem številu 1365 cm-1 in 1395 cm-1. Razcep tako predstavlja med seboj prehajajoči 
konfiguraciji funkcionalne skupine molekule cis in trans (51). Dvojna vez C=C, ki je del 
aromatskega obroča molekule furfurala, absorbira v območju med 1466 cm-1 in 1570 cm-1. Vez 
obroča C-O predstavljata vrha pri 1156 cm-1 in 1279 cm-1, kot C-H vibracije. Deformacijo 
samega obroča, natančneje prečno nihanje C-H vezi v ravnini obroča lahko opazimo vrha pri 
1018 cm-1 in 1081 cm-1. Vrhove v območju med 750 in 929 cm-1 pa lahko pripišemo absorpciji 
ne-planarnega dela vezi =C-H oziroma sp2 C-H vezi (52). 
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Slika 8: ATR-FTIR spekter furfurala. 
Levulinska kislina je molekula z verigo iz petih ogljikovih atomov. Vsebuje dve karbonilni 
skupini, v spektru ju prepoznamo po dveh širokih vrhovih pri valovnem številu 1704 cm-1 in 
1742 cm-1. Absorpcijo vibracij -CH3 skupine vidimo kot dva vrha pri 1369 cm-1 in 1402 cm-1, 
kot posledica simetričnega oz. asimetričnega pregiba vezi glede na celotno molekulo. Vrh pri 
valovnem številu 1163 cm-1 pa pripada -C-O- delu karboksilne skupine (53). 
 
 
Slika 9: ATR-FTIR spekter levulinske kisline. 
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V spektru HMF, prav tako pri levulinski kislini in furfuralu lahko opazimo najvišji vrh v 
območju, za katerega je značilna absorpcija karbonilne skupine, pri HMF gre natančneje za vrh 
pri valovnem številu 1663 cm-1. Vrhovi v območju med 1521 in 1342 cm-1 pripadajo vibracijam 
dvojnih vezi med C atomi. Ciklična etrska vez v furanovem obroču absorbira pri 1193 cm-1. 
Zaradi podobnosti v strukturi s furfuralom pa lahko tudi tukaj območje med 1070 in 1018 cm-1 
pripišemo planarni deformaciji obroča in –C-H vezi. Kot je značilno pa se ne-planarne 
deformacije omenjenih vezi pojavijo v območju med 772 in 809 cm-1 (53). 
 
 
Slika 10: ATR-FTIR spekter hidroksimetilfurfurala. 
 
Na podlagi analize spektrov smo kasneje lahko v posameznih topilih identificirati vrhove, ki 
pripadajo proučevanim spojinam. Pri tem smo opazili, da se spekter spojin zaradi dodatka topila 
nekoliko spremeni, vendar lahko kljub temu brez večjih problemov identificiramo posamezne 
vrhove.  
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4.3 KONCENTRACIJSKA ODVISNOST 
 
Kot smo omenili, je bila predhodna analiza spektrov nuja za nadaljnjo kvantitativno oceno 
podatkov. V nadaljevanju smo želeli proučiti medsebojno zvezo in odvisnost IR signala in 
koncentracije izbrane molekule v proučevani raztopini. S pomočjo in-situ ATR-FTIR sonde smo 
simultano posneli spekter čistega topila in nato naraščajočih koncentracij raztopin proučevanih 
molekul. Za opazovanje te medsebojne korelacije signala in koncentracije smo si pri vseh treh 
spojinah izbrali skupen in zanje najbolj značilen vrh, in sicer vrh karbonilne skupine. Pri 
raztopinah furfurala smo opazovali vrh pri valovnem številu 1696 cm-1, pri levulinski kislini 
smo izbrali vrh pri 1720 cm-1 in pri HMF-ju vrh pri 1673 cm-1. Z naraščajočo koncentracijo 
raztopine smo, pričakovano, zaznali tudi naraščanje signala oziroma absorbance. Za študijo in 
analizo rezultatov smo nato za posamezne raztopine formirali kalibracijsko krivuljo in s 
pomočjo le-te ocenili obnašanje raztopin in poskušali oceniti njihovo topnostno območje. V 
primeru praktično linearnega odziva signala (R > 0,990) z večanjem koncentracij lahko trdimo, 
da z višanjem koncentracije nismo dosegli, oziroma se nismo približali območju topnosti. S tem 
lahko trdimo, da je spojina zelo lahko topna v določenem topilu, saj presežemo mejo 1000g 
topljenca v 1000 mL topila. Pri furfuralu smo linearen odziv signala v odvisnosti od 
koncentracije opazili pri dveh topilih, in sicer THF in dietiletru pri meritvah s temperaturo 25 
°C.  
 
Slika 11: a) Absorbanca karbonilne skupine furfurala v raztopini acetonitrila pri temperaturi 25 ºC; 25 
ºC; ¾  (acetonitril), -20 g, -50 g, -100 g, -200 g topljenca na 1L topila; b) intenziteta signala 
karbonilne skupine furfurala pri (1696 cm-1) v raztopinah acetonitrila. 
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Pri levulinski kislini smo dobili linearen odziv pri nekoliko večjem številu topil, predvsem 
aprotičnih polarnih, in sicer pri raztopinah z acetonom, acetonitrilom in s THF-jem pri sobni 
temperaturi (25 °C). Prav tako se je linearna odvisnost signala ponovila tudi, ko smo 
temperaturo znižali na 0 °C. Za HMF pa lahko glede na analizo odvisnosti signala od 
koncentracije ugotovimo, da je pri sobni temperaturi dobro topen (torej gre za linearen odziv) v 
1,4-dioksanu, acetonitrilu, acetonu, THF-ju in metanolu. 
 
Slika 12: a) Absorbanca karbonilne skupine HMF-ja v raztopini acetonitrila pri temperaturi 25 ºC; ¾  
(acetonitril), -20 g, -50 g, -100 g, -200 g topljenca na 1L topila b) absorbanca karbonilne skupine 
hidroksimetilfurfurala (1673 cm-1) v raztopini acetonitrila (linearni odziv R2 = 0,9993) 
 
V nekaterih izmed raztopin smo opazili nekaj posebnosti, in sicer pri raztopini furfurala v 
heksanu smo topnost presegli že pri 10 g topljenca v 1 L topila, kar smo opazili kot dvofazno 
razplastitev sistema. To lahko pripišemo slabemu medsebojnemu mešanju močno (zelo) 
nepolarnih in polarnih snovi. Prav tako smo z višanjem koncentracije raztopine furfurala v vodi 
opazili pojav dveh faz pri koncentraciji 100 g furfurala v 1000 mL vode. S tem smo presegli 
območje topnosti, to pa smo v koncentracijski odvisnosti signala zaznali kot krivuljo s platojem 
pri naraščajočih koncentracijah. Svoje ugotovitve lahko podpremo tudi s podatki iz literature, 
ki jih opisuje Auger (54).  
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Slika 13: a) intenziteta signala karbonilne skupine furfurala pri 1696 cm-1 v vodni raztopini (nelinearni 
odziv) b) intenziteta signala karbonilne skupine hidroksimetilfurfurala pri 1673 cm-1 v vodni raztopini 
(nelinearni odziv) 
Za vse tri spojine smo po analizi medsebojne korelacije uspeli zaznati skupni trend. Signal 
oziroma absorbanca v proučevanih polarnih protičnih topilih je nekoliko nižja kot v topilih, ki 
veljajo za nepolarna. Izjema tukaj je DMSO, pri katerem je signal najvišji v vseh treh topilih. 
 
4.4 TEMPERATURNA ODVISNOST 
 
Temperaturno odvisnost signala smo najprej analizirali pri čistih proučevanih spojinah, in sicer 
smo jih zaradi njihove narave simultano spremljali v temperaturnem območju med 40 °C in 25 
°C. Pri opazovanju smo se osredotočili na vrh karbonile skupine, le-ta je tudi prisotna pri vseh 
treh spojinah. Večjih signifikantnih nihanj v višini signala nismo zaznali, pri vseh treh je šlo za 
rahlo zvišanje vrha pri nižanju temperature. Sam pojav se je v nadaljevanju pri analizi odziva 
signala raztopin na spremembo temperature izkazal za zanemarljivega. 
Eksperimente smo zastavili tako, da smo spremljali odziv signala pri treh različnih temperaturah 
in tako dobili vpogled v temperaturno odvisnost obnašanja proučevanih raztopin. Odziv signala 
raztopin smo spremljali pri sobni temperaturi 25 °C, nato pa smo temperaturo znižali; sprva na 
0 °C, sledilo pa je ohlajanje raztopin na najnižjo ciljno temperaturo, –10 °C.  
Sam namen spremljanja temperaturne odvisnosti signala je bil zagotoviti podatke za nadaljnjo 
izbiro kristalizacijskega topila. Iskali smo topilo, kjer bi na podlagi signala in ostalih, tudi 
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vizualnih, sprememb v raztopini lahko napovedali obnašanje in ustrezno izbrali topilo za 
nadaljnjo kristalizacijo izbrane molekule. 
Na podlagi rezultatov smo zaznali dva trenda, ki sta vodila do kristalizacije v izbranem topilu. 
In sicer se je toluen tako pri furfuralu kot pri levulinski kislini izkazal za potencialno ustrezno 
kristalizacijsko topilo. Potencial za kristalizacijo v toluenu naj bi po podatkih iz literature imel 
poleg furfurala tudi HMF, vendar se je ta pri koncentraciji 20 g HMF-ja v 1 L v našem primeru 
izkazal za netopnega (54, 55). Pri raztopini furfurala v toluenu smo pri doseženi ciljni 
temperaturi –10 °C zaznali pojav kristalov. Glede na vizualno oceno smo prepoznali razliko v 
barvi in velikosti kristalov pri različnih koncentracijah, in sicer so bili kristali manjši in bolj 
transparentni pri najnižji koncentracij raztopine. S povečevanjem koncentracije so bili kristali 
večji in močneje obarvani. Sama kristalizacija je vplivala tudi na spremembo signala. Opazili 
smo signifikantno znižanje absorbance skupaj z nižanjem temperature, kar lahko pripišemo 
znižanju koncentracije v raztopini. Sklepamo lahko, da smo iz supersaturacijskega stanja prešli 
v ravnotežno stanje raztopine.  
 
Slika 14: a) intenziteta signala karbonilne skupine levulinske kisline v raztopini toluena pri različnih 
temperaturah; ▲ –10 ºC, ◆ 0 ºC, • 25 ºC. 
 
V primeru levulinske kisline smo opazili vidne spremembe v motnosti raztopin s koncentracijo 
višjo od 20 g LA v 1 L toluena pri temperaturi –10 °C, torej pri 50 g, 100 g in 200 g na 1 L 
topila. Sprememba v signalu je bila tokrat nekoliko drugačna kot pri furfuralu. Gre za izrazito 
naraščanje signala z nižanjem temperature. Fong in Kowlski v svoji raziskavi poročata o 
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kristalizaciji levukinske kisline pri –15 °C. Če vizualno spremembo povežemo s spremembo v 
signalu oziroma absorbanci in s podatki iz literature, lahko sklepamo, da smo pri temperaturi –
10 °C dosegli supersaturacijsko stanje in začetek kristalizacije. 
 
Slika 15: Intenziteta signala karbonilne skupine furfurala v raztopini toluena pri različnih 
temperaturah; ▲ –10 ºC, ◆ 0 ºC, • 25 ºC. 
Pri ostalih topilih, kot so: dietileter, diklorometan, aceton, acetonitril in metanol s spremembo 
temperature nismo opazili večjih sprememb v signalu, eden izmed takšnih primerov je tudi 
raztopina levulinske kisline v n-butanolu. Medtem pa je raztopina hidroksimetilfurfurala v 
EtOAc izkazovala izrazito temperaturno odvisnost topnosti, kar bi lahko v nadaljevanju 
pomenilo dobro izhodišče za kristalizacijski medij. 
 
Slika 16: a)Intenziteta signala karbonilne skupine levulinske kisline v raztopini n-butanola pri 
različnih temperaturah (ne izkazuje večje temperaturne odvisnosti); ▲ –10 ºC, ◆ 0 ºC, • 25 ºC; b) 
Intenziteta signala karbonilne skupine hidroksimetilfurfurala v raztopini EtOAc, pri različnih 
temperaturah; ▲ –10 ºC, ◆ 0 ºC, • 25 ºC (pojav signifikantne temperaturne odvisnosti). 
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4.5 TOPNOST FURFURALA, LEVULINSKE KISLINE IN 
HIDROKSIMETILFURFURALA 
 
Pri oceni topnosti smo izbrane podatke razvrstili glede na odziv signala. V primeru linearne 
korelacije signala oziroma absorbance in koncentracije, kjer je R > 0,990, lahko trdimo, da gre 
za topila, v katerih so izbrane spojine zelo lahko topne. S koncentracijami v razponu med 20 in 
200 gramov topljenca v 1 litru topila raztopin nismo dosegli območja topnosti, kar se kaže kot 
linearno naraščanje opazovanega vrha ob hkratnem večanju koncentracije raztopin. Kljub temu 
je lahko kasneje pri nižanju temperature prišlo do zmanjšanja topnosti in se je tako pri nekaterih 
topilih trend nekoliko spremenil. Topila, pri katerih smo zaznali linearno odvisnost pri sobni 
temperaturi, so za vse tri spojine prikazana v spodnji tabeli. 
 
 
Preglednica VI: Topila, v katerih posamezne molekule izkazujejo dobro topnost. 
FURFURAL LEVUINSKA KISLINA HIDROKSIMETILFURFURAL 
dietileter 
tetrahidrofuran 
tetrahidrofuran 
aceton 
acetonitril 
1,4-dioksan 
tetrahidrofuran 
aceton 
acetonitril 
 
Ostala topila, kjer dobljeni podatki niso izkazovali linearne korelacije med signalom in 
koncentracijo, smo s pomočjo programske opreme Excel Sover prilegali in pri tem uporabili 
eksponentno krivuljo; 
 
 		𝑦 = 𝐴	(	1 − 𝑒STU). (1) 
 
V zgornji enačbi tako y ustreza višini signala oziroma absorbanci, x koncentraciji raztopine, 
medtem ko sta A in b konstanti, izračunani za posamezno raztopino topila. Vrednosti signala in 
konstant, izračunanih v nadaljevanju, so podane tabelarično. 
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Preglednica VII: Eksperimentalne vrednosti absorbance karbonilne skupine furfurala (1673 cm-1) pri 
posamezni koncentraciji in temperaturi v različnih topilih. 
  temperatura koncentracija v g topljenca na L topila 
topilo   0 20 50 100 200 
aceton 
25 °C 0,000 0,043 0,099 0,170 0,269 
0 °C 0,000 0,037 0,105 0,176 0,277 
–10 °C 0,000 0,061 0,118 0,189 0,309 
acetonitril 
25 °C 0,001 0,050 0,110 0,197 0,322 
0 °C 0,001 0,058 0,118 0,204 0,327 
–10 °C 0,002 0,055 0,108 0,204 0,325 
diklorometan 
25 °C –0,010 0,060 0,143 0,248 0,396 
0 °C 0,002 0,070 0,163 0,261 0,403 
–10 °C –0,009 0,081 0,182 0,279 0,415 
dietileter 
25 °C 0,002 0,031 0,109 0,238 0,404 
0 °C 0,006 0,053 0,161 0,318 0,493 
–10 °C 0,005 0,101 0,309 0,492 0,628 
EtOAc 
25 °C 0,000 0,047 0,124 0,209 0,348 
0 °C 0,000 0,050 0,132 0,219 0,353 
–10 °C 0,000 0,048 0,128 0,215 0,343 
EtOH 
25 °C 0,009 0,046 0,098 0,170 0,283 
0 °C 0,004 0,051 0,107 0,182 0,295 
–10 °C 0,008 0,052 0,109 0,184 0,291 
MeOH 
25 °C 0,016 0,046 0,089 0,154 0,258 
0 °C 0,024 0,058 0,103 0,170 0,273 
–10 °C 0,020 0,057 0,105 0,175 0,275 
n-butanol 
25 °C 0,012 0,054 0,110 0,192 0,309 
0 °C 0,014 0,055 0,117 0,200 0,319 
–10 °C 0,015 0,058 0,121 0,203 0,321 
n-propanol 
25 °C 0,020 0,057 0,110 0,184 0,300 
0 °C 0,019 0,061 0,114 0,192 0,312 
–10 °C 0,022 0,062 0,116 0,192 0,306 
THF 
25 °C –0,014 0,031 0,109 0,238 0,404 
0 °C 0,003 0,073 0,165 0,283 0,440 
–10 °C 0,004 0,086 0,183 0,273 0,454 
toluen 
25 °C 0,023 0,098 0,205 0,343 0,511 
0 °C 0,012 0,108 0,228 0,364 0,509 
–10 °C 0,009 0,116 0,203 0,323 0,445 
benzen 25 °C 0,001 0,091 0,199 0,332 0,494 
DMSO 25 °C 0,006 0,091 0,201 0,334 0,541 
H2O 25 °C 0,037 0,198 0,251 0,300 / 
1,4-dioksan 25 °C –0,008 0,059 0,135 0,241 0,405 
 
Iz dobljenih eksperimentalnih podatkov smo s pomočjo prileganja pridobili konstanti A in b, 
pomembni za oceno topnosti v nadaljnjem izračunu. Pri furfuralu smo topnost določili v naboru 
15 topil.  
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Preglednica VIII: Izračunani konstanti A in b posameznega eksperimenta raztopin furfurala 
topilo / 
temperatura 
25 °C 0 °C –10 °C 
A b A b A b 
benzen 0,637 0,0081 / / / / 
toluen 0,657 0,0075 0,594 0,0096 0,499 0,0108 
1,4-Dioksan 0,718 0,0041 / / / / 
dietileter 1,235 0,0020 0,848 0,0044 0,717 0,0109 
diklorometan 0,606 0,0053 0,537 0,0069 0,506 0,0084 
THF 1,235 0,0020 0,625 0,0061 0,628 0,0063 
EtOAc 0,589 0,0045 0,536 0,0054 0,516 0,0054 
aceton 0,396 0,0057 0,407 0,0057 0,436 0,0061 
acetonitril 0,529 0,0047 0,482 0,0056 0,516 0,0050 
DMSO 0,801 0,0056 / / / / 
n-butanol 0,466 0,0054 0,467 0,0057 0,455 0,0061 
n-propanol 0,441 0,0056 0,457 0,0057 0,420 0,0064 
EtOH 0,465 0,0047 0,441 0,0055 0,413 0,0061 
MeOH 0,416 0,0048 0,375 0,0064 0,372 0,0067 
H2O 0,290 0,0531 / / / / 
 
Pri naboru proučevanih topil v primeru levulinske kisline smo eksperimente izvedli v 14 
različnih topilih. Pri podatkih topnosti levulinske kisline v vodi smo si kasneje pomagali s 
podatki iz literature, saj je v primeru vodne raztopine levulinske kisline pri snemanju spektra 
prišlo do večjih težav prekrivanja spektra in dviga bazne linije. 
 
Preglednica IX: Eksperimentalne vrednosti absorbance levulinske kisline (1720 cm-1) pri posamezni 
koncentraciji in temperaturi. 
    koncentracija v g topljenca na L topila  
topilo temperatura 0 20 50 100 200 
aceton 
25 °C –0,006 0,035 0,096 0,182 0,310 
0 °C –0,006 0,038 0,107 0,199 0,405 
–10 °C –0,011 0,038 0,107 0,200 0,419 
acetonitril 
25 °C 0,000 0,046 0,124 0,229 0,405 
0 °C –0,008 0,042 0,133 0,245 0,424 
–10 °C 0,002 0,053 0,146 0,268 0,451 
diklorometan 
25 °C 0,000 0,096 0,206 0,328 0,489 
0 °C –0,004 0,118 0,219 0,349 0,512 
–10 °C 0,003 0,124 0,223 0,349 0,513 
dietileter 
25 °C –0,008 0,095 0,205 0,321 0,496 
0 °C 0,000 0,089 0,198 0,320 0,483 
–10 °C 0,014 0,100 0,208 0,343 0,519 
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EtOAc 25 °C 0,000 0,060 0,132 0,225 0,363 
  0 °C 0,000 0,062 0,152 0,236 0,372 
 –10 °C 0,000 0,122 0,196 0,283 0,409 
EtOH 
25 °C 0,007 0,057 0,118 0,188 0,322 
0 °C 0,009 0,058 0,118 0,185 0,263 
–10 °C 0,007 0,057 0,125 0,205 0,398 
MeOH 
25 °C 0,016 0,052 0,108 0,183 0,298 
0 °C 0,024 0,051 0,106 0,185 0,300 
–10 °C 0,020 0,054 0,100 0,187 0,302 
n-butanol 
25 °C 0,010 0,068 0,138 0,229 0,368 
0 °C 0,019 0,070 0,140 0,233 0,388 
–10 °C 0,013 0,061 0,132 0,225 0,364 
n-propanol 
25 °C 0,013 0,063 0,137 0,222 0,361 
0 °C 0,014 0,056 0,138 0,263 0,382 
–10 °C 0,016 0,065 0,150 0,256 0,373 
THF 
25 °C 0,003 0,047 0,111 0,198 0,354 
0 °C 0,002 0,056 0,135 0,235 0,407 
–10 °C 0,001 0,075 0,157 0,275 0,452 
toluen 
25 °C 0,005 0,122 0,225 0,337 0,495 
0 °C 0,002 0,113 0,236 0,363 0,507 
–10 °C 0,007 0,114 0,496 0,527 0,659 
benzen 25 °C –0,025 0,128 0,241 0,374 0,520 
DMSO 25 °C 0,008 0,087 0,179 0,280 0,432 
1,4-dioksan 25 °C 0,009 0,059 0,135 0,241 0,405 
 
 
Za nadaljnji izračun topnosti smo v nadaljevanju eksperimentalne vrednosti prilegali zgoraj 
omenjeni enačbi in določili konstanti A in b. 
 
Preglednica X: Izračunani konstanti A in b posameznega eksperimenta raztopin levulinske kisline. 
topilo/ 
temperature 
25 °C 0 °C –10 °C 
A b A b A b 
benzen 0,585 0,0106 / / / / 
toluen 0,569 0,0098 0,577 0,0103 0,672 0,0183 
1,4-dioksan 0,616 0,0045 / / / / 
dietileter 0,639 0,0074 0,620 0,0075 0,672 0,0073 
diklorometan 0,607 0,0081 0,611 0,0089 0,604 0,0092 
THF 0,821 0,0028 0,786 0,0036 0,722 0,0049 
EtOAc 0,547 0,0054 0,503 0,0066 0,444 0,0116 
aceton 0,681 0,0031 18,765 0,0001 351,197 0,0000 
acetonitril 0,990 0,0026 0,979 0,0028 0,892 0,0035 
DMSO 0,550 0,0075 / / / / 
n-butanol 0,528 0,0059 0,594 0,0052 0,552 0,0054 
n-propanol 0,524 0,0058 0,536 0,0063 0,479 0,0076 
EtOH 0,508 0,0049 0,306 0,0096 1,175 0,0021 
MeOH 0,447 0,0054 0,465 0,0052 0,481 0,0049 
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V primeru hidroksimetilfurfurala smo eksperimente izvedli z 12 različnimi topili, v katerih je 
spojina izkazovala zadostno topnost. Postopek prileganja in izračuna konstant se ni razlikoval 
od zgoraj opisanega. 
 
Preglednica XI: Eksperimentalne vrednosti absorbance hidroksimetilfurfurala (1696 cm-1) pri 
posamezni koncentraciji in temperaturi. 
   koncentracija v g topljenca na L topila 
topilo temperatura 0 20 50 100 200 
aceton 
  
25 °C 0,000 0,032 0,076 0,144 0,275 
0 °C 0,000 0,037 0,093 0,167 0,316 
–10 °C 0,000 0,044 0,103 0,191 0,343 
acetonitril 
  
25 °C 0,004 0,036 0,080 0,155 0,292 
0 °C 0,002 0,015 0,069 0,153 0,304 
–10 °C 0,002 0,050 0,099 0,186 0,333 
diklorometan 
  
25 °C 0,021 0,085 0,159 0,265 0,417 
0 °C 0,026 0,088 0,170 0,300 0,434 
–10 °C 0,027 0,087 0,215 0,318 0,481 
EtOAc 
  
25 °C 0,000 0,069 0,135 0,234 0,359 
0 °C 0,000 0,050 0,074 0,151 0,282 
–10 °C 0,000 0,043 0,069 0,095 0,163 
EtOH 
  
25 °C 0,010 0,054 0,117 0,187 0,325 
0 °C 0,020 0,065 0,127 0,203 0,336 
–10 °C 0,001 0,062 0,122 0,195 0,308 
MeOH 
  
25 °C 0,006 0,023 0,043 0,060 0,129 
0 °C 0,003 0,053 0,101 0,175 0,298 
–10 °C 0,000 0,029 0,068 0,098 0,153 
n-butanol 
  
25 °C 0,018 0,050 0,129 0,220 0,351 
0 °C 0,019 0,052 0,141 0,232 0,350 
–10 °C 0,012 0,038 0,107 0,210 0,339 
n-propanol 
  
25 °C 0,024 0,071 0,134 0,223 0,353 
0 °C 0,033 0,090 0,158 0,247 0,370 
–10 °C 0,032 0,090 0,157 0,262 0,384 
THF 
  
25 °C 0,008 0,024 0,045 0,101 0,218 
0 °C 0,016 0,041 0,081 0,140 0,296 
–10 °C 0,021 0,087 0,215 0,318 0,481 
DMSO 25 °C 0,014 0,090 0,196 0,320 0,492 
H2O 25 °C 0,001 0,166 0,311 0,390 0,422 
1,4-dioksan 25 °C 0,010 0,166 0,311 0,390 0,422 
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Preglednica XII: Izračunani konstanti A in b posameznega eksperimenta raztopin 
hidroksimetilfurfurala. 
topilo / 
temperatura 
25 °C 0 °C –10 °C 
A b A b A b 
1,4-dioksan 2,242 0,0007 / / / / 
diklorometan 0,567 0,0066 0,551 0,0078 0,593 0,0082 
THF 263,337 0,0000 70,683 0,0000 0,593 0,0082 
EtOAc 0,486 0,0067 1,120 0,0017 0,206 0,0074 
aceton 1,270 0,0012 1,120 0,0017 0,892 0,0024 
acetonitril 1,237 0,0013 36,775 0,0000 0,755 0,0029 
DMSO 0,653 0,0069 / / / / 
n-butanol 0,534 0,0054 0,473 0,0068 0,639 0,0038 
n-propanol 0,485 0,0064 0,441 0,0088 0,468 0,0085 
EtOH 0,546 0,0045 0,486 0,0058 0,409 0,0069 
MeOH 0,466 0,0016 0,498 0,0045 0,190 0,0080 
H2O 0,425 0,0256 / / / / 
 
V nadaljevanju smo topnost furfurala, levulinske kisline in hidroksimetilfurfurala izračunali s 
pomočjo dobljenih konstant, kjer smo uporabili zgornjo enačbo, kjer y predstavljala vrednost 
določeno pri 99 % konstante A oziroma topnost.  
 
Slika 17: Teoretični prikaz načina ocene topnosti. 
Glede na naše izračune in ugotovitve lahko trdimo, da je furfural dobro topen v velikem številu 
organskih topil. Furfural je netopen oziroma se ne meša s pentanom in cikloheksanom (57). V 
raztopini heksana smo opazili pojav dvofaznega sistema. Ko pogledamo molekulsko sestavo teh 
treh topil, lahko vidimo, da gre za zelo nepolarna topila, brez aromatskih skupin in posledično 
brez možnosti tvorbe P-P interakcij, kar po načelu »podobno se topi v podobnem« vodi do 
netopnosti furfurala v skupini teh topil. Če te podatke primerjamo s cikličnimi aromati, kot sta 
A 
y 
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benzen in toluen, kjer gre prav tako za nepolarna topila, vendar z možnostjo tvorbe P-P vezi, 
opazimo, da se furfural z njimi meša, a je tukaj vrednost topnosti, v primerjavi z ostalimi 
podatki, podobno kot v primeru, vode ki je po primerjavi polarnosti na nasprotni strani lestvice, 
nizka. Tako pri toluenu kot pri benzenu lahko opazimo temperaturno odvisnost topnosti; le-ta z 
nižanjem temperature pada, kar pri toluenu posledično rezultira v tvorbi kristalov oziroma 
kristalizaciji furfurala. Znižanje koncentracije topnosti z ohlajanjem raztopine lahko prav tako 
opazimo pri dietiletru, tetrahidrofuranu, etilacetatu, n-butanolu, n-propanolu, metanolu. Skoraj 
linearen odziv, torej je spojina v teh topilih zelo lahko topna, smo opazili pri 1,4-dioksanu, 
dietiletru in tetrahidrofuranu. Slednja sta sicer izkazala tudi precejšnjo temperaturno odvisnost. 
Najslabše je furfural izmed nabora topil topen v vodi, vendar po stopnji topnosti še vedno 
kasificiran kot topen. Njegova topnost je 90	 ±6 g furfurala v 1 L vode, kar se zelo dobro ujema 
s podatki iz literature (58). Nižjo vrednost topnosti furfurala v vodi, v primerjavi z ostalimi topili 
lahko razlagamo z izrazito polarnostjo same molekule vode (58–61). Po opisni farmakopejski 
lestvici za stopnjo topnosti pa ga lahko označimo kot topnega. 
 
Preglednica XIII: Izračunana topnost furfurala v 15 različnih topil podana v g topljenca na L topila. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
topilo/ 
temperatura 25 °C 0 °C –10 °C 
benzen 570 ±40 / / 
toluen 610 ±40 480 ±30 430 ±30 
1,4-dioksan 1110 ±80 / / 
dietileter linearen odziv  1040 ±70 420 ±30 
diklorometan 870 ±60 670 ±50 550 ±40 
THF linearen odziv 760 ±50 740 ±50 
EtOAc 1030 ±70 860 ±60 850 ±60 
aceton 810 ±60 810 ±60 760 ±50 
acetonitril 910 ±60 910 ±60 910 ±60 
DMSO 820 ±60 / / 
n-butanol 850 ±60 810 ±60 760 ±50 
n-propanol 820 ±60 810 ±60 720 ±50 
EtOH 990 ±70 840 ±60 760 ±50 
MeOH 960 ±70 720 ±50 690 ±50 
H2O 90 ±10 / / 
/ - spekter ni posnet zaradi visoke temperature tališča, linearen 
odziv – R2 > 0,990 pri umeritveni krivulji, spojina je zelo dobro dopna 
oz. se popolnoma mesa z topilom. 
43 
Podatke o temperaturni odvisnosti topnosti lahko nekoliko lažje predstavimo grafično. In sicer 
lahko opazimo signifikantno spremembo topnosti z znižanjem temperature predvsem pri 
dietiletru in tetrahidrofuranu. Medtem pa lahko vidimo, da topnost furfurala v raztopini 
acetonitrila ni temperaturno odvisna.  
 
 
Slika 18: Temperaturna odvisnost topnosti furfurala v spektru topil:  • 25°C • 0°C • -10°C. 
 
Tako kot furfural tudi levulinska kislina ni bila topna v pentanu, heksanu in cikloheksanu. Tudi 
tukaj to pripisujemo izraziti nepolarnosti topil. Kot je prikazano v tabeli, smo močno znižanje 
koncentracije topnosti in s tem veliko temperaturno odvisnost opazili pri toluenu, 
diklorometanu, etilacetatu, tetrahidrofuranu in propanolu, kjer je bila razlika največja pri 
znižanju temperature na –10 °C. V tabeli, kjer lahko primerjamo posamezne vrednosti, lahko 
tudi opazimo, da je levulinska kislina zelo lahko topna v acetonu, acetonitrilu in THF-ju, kjer 
pravzaprav izkazuje linearno odvisnost signala in koncentracije (19, 20, 61).  
 
Preglednica XIV: Izračunana topnost levulinske kisline v 14 različnih topilih, podana v g topljenca na 
L topila. 
topilo/ 
temperatura 25 °C 0 °C –10 °C 
benzen 430 ±30 / / 
toluen 470 ±30 450 ± 30 250 ±20 
1,4-dioksan 1020 ±70 / / 
dietileter 620 ±40 620 ±40 620 ±40 
diklorometan 570 ±40 520 ±40 500 ±40 
THF linearen odziv linearen odziv 940 ±70 
EtOAc 850 ±60 690 ±50  400 ±30 
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Pri levulinski kislini lahko opazimo, da njena topnost pri polovici topil ni odvisna od 
temperature. Ta topila so dietileter, aceton, acetonitril, butanol in metanol. Kot pri furfuralu 
lahko tudi tukaj zaznamo večjo temperaturno odvisnost v raztopini toluena, hkrati pa lahko 
opazimo nekoliko večji padec topnosti pri raztopini etilacetata.  
 
Slika 19: Temperaturna odvisnost topnosti levulinske kisline v spektru topil; • 25°C • 0°C • -10°C . 
 
Hidroksimetilfurfural je, če sklepamo po sami strukturi, v primerjavi s furfuralom nekoliko bolj 
polaren. Za razliko od furfurala ima na petem C atomu pripeto dodatno hidroksimetilno 
funkcionalno skupino. Glede na izbrano začetno koncentracijo se je tako izkazalo, da je pri 
koncentraciji 20 g na liter topila hidroksimetilfurfural poleg pentana, cikloheksana in heksana 
netopen tudi v benzenu, toluenu in dietiletru. Z razliko v polarnosti lahko razložimo tudi skoraj 
dvakrat večjo topnost hidroksifurfurala (v primerjavi s furfuralom) v vodi. Po analizi podatkov, 
ki so prikazani v spodnji tabeli, pa lahko opazimo tudi nekoliko večjo temperaturno odvisnost 
topnosti pri topilih, kot so metanol, etanol, n-propanol, tetrahidrofuran in diklorometan. Zelo 
lahko topen, je v treh izmed topil: 1,4-dioksanu, acetonitrilu in acetonu (12, 13). 
 
aceton linearen odziv linearen odziv linearen odziv 
acetonitril  linearen odziv linearen odziv linearen odziv 
DMSO 610 ±40 / / 
n-butanol  840 ±60 840 ±60 840 ±60 
n-propanol 800 ±60 730 ±50 610 ±40 
EtOH 930 ±70 480±30 linearen odziv 
MeOH 890 ±60 890 ±60 890 ±60 
/ - spekter ni posnet zaradi visoke temperature tališča, linearen 
odziv – R2 > 0,990 pri umeritveni krivulji, spojina je zelo dobro topna 
oz. se popolnoma meša z topilom. 
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Preglednica XV: Določena topnost hidroksimetilfurfurala, podana v g topljenca na L topila. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pri hidroksimetilfurfuralu lahko pri temperaturni odvisnosti topnosti opazimo nekoliko 
drugačen trend. Nekoliko večjo in predvsem opazno temperaturno odvisnost izkazujejo protična 
polarna topila, za razliko od polarnih aprotičnih topil. Se pa tudi tukaj pojavi temperaturna 
odvisnost znižanja koncentracije topnosti v primeru tako diklorometana kot tudi 
tetrahidrofurana, ki smo jo lahko zaznali tudi v zgornjih dveh primerih. 
 
Slika 20: Temperaturna odvisnost topnosti hidroksimetilfurfurala v izbranih 
topilih; • 25°C • 0°C • -10°C . 
Topilo/ 
temperatura 
25 °C 0 °C –10 °C 
1,4-dioksan linearen odziv / / 
diklorometan 700 ±50 590 ±40 560 ±40 
THF linearen odziv linearen odziv 560 ±40 
EtOAc 660 ±50 660 ±50 660 ±50 
aceton linearen odziv linearen odziv linearen odziv 
acetonitril linearen odziv linearen odziv linearen odziv 
DMSO 660 ±50 / / 
n-butanol 920 ±60 920 ±60 920 ±60 
n-propanol 720 ±50 530±40 530 ±40 
EtOH 1030 ±70 800 ±60 670 ±50 
MeOH linearen odziv 1020 ±70 580 ±40 
H2O 180 ±10 / / 
/ - spekter ni posnet zaradi visoke temperature tališča, linearen odziv – 
R2 > 0,990 pri umeritveni krivulji, spojina je zelo dobro topna oz. se 
popolnoma meša z topilom. 
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Iz podatkov je tako razvidna precejšnja temperaturna odvisnost topnosti furfurala, na kar lahko 
vpliva tudi sam podatek o njegovi nekoliko nižji temperaturi tališča v primerjavi s 
hidroksimetilfurfuralom in z levulinsko kislino. Ponavljajoč trend nižanja topnosti z ohlajanjem 
raztopin pa smo lahko opazili predvsem pri diklorometanu, tetrahidrofuranu in toluenu, medtem 
ko raztopine acetonitrila v nobenem od treh primerov (FF, LA in HMF) niso izkazovale vpliva 
temperature na spremembo topnosti. 
 
 
4.6 STRUKTURNA ODVISTNOST TOPNOSTI 
 
Če primerjamo topnost treh proučevanih molekul pri temperaturi 25 °C, opazimo, da je v 
nepolarnih topilih izmed vseh treh furfural najbolj topen, kar je bilo že zaradi njegove manjše 
polarnosti na podlagi strukture kemijske formule pričakovano. Levulinska kislina in 
hidroksimetilfurfural sta se izkazala kot najbolj topna v aprotičnih polarnih topilih; predvsem 
tetrahidrofuranu, acetonu in acetonitrilu, kar lahko pogojujemo s prisotnostjo donorske H-vezi. 
Voda pa v našem primeru tako predstavlja topilo, v katerem je topnost obravnavanih spojin 
najnižja.  
 
 
 
Slika 21: Topnosti furfurala •, levulinske kisline • in hidroksimetilfurfurala • v naboru različnih 
nepolarnih, polarnih aprotičnih, polarnih protičnih topil in vode pri temperaturi 25 ºC. 
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Preglednica XVI: Preglednica topnosti določenih za posamezno molekulo. 
 
4.7 IZBIRA KRISTALIZACIJSKEGA TOPILA 
 
Kot kristalizacijska tehnika se pri farmacevtskih učinkovinah pogosto uporablja kristalizacija z 
ohlajanjem. Iz zgoraj navedenih podatkov, torej spremembe topnosti z nižanjem temperature, 
lahko izberemo najprimernejše topilo. Poleg topila pa ima pri procesu kristalizacije velik pomen 
tudi sama hitrost ohlajanja. Z ohlajanjem želimo torej najprej doseči stanje prenasičenja v 
raztopini in nato fazo nukleacije oziroma kasneje rast kristalov. Na osnovi pridobljenih 
podatkov o topnosti lahko za vsako spojino določimo topilo, pri katerem je topnost v večji meri 
odvisna od temperature. Podatki iz proučevane literature kažejo tudi na uspešno kristalizacijo 
predvsem koncentriranih raztopin hidroksimetilfurfurala pri temperaturah (4 ºC oz. –5 ºC) in 
hitrosti ohlajanja 4–5 ºC/h, izbran medij za kristalizacijo pa je pogosto diklorometan ali voda. 
Da pa nastopi kristalizacija hidroksimetilfurfurala v primeru dietilerta in heksana pa je potrebno 
raztopino ohladiti na nekoliko nižjo temperaturo in sicer, –20 ºC v primeru dietiletra in –25 ºC 
v primeru heksana (44, 54, 62).  
Glede na eksperimentalne podatke in tiste, pridobljene literature, bi toluen v našem primeru 
predstavljal ustrezen medij za izvedbo kristalizacije vseh treh spojin. Kot že omenjeno, smo pri 
raztopini furfurala v toluenu kristalizacijo dosegli pri temperaturi –10 °C. V primeru levulinske 
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kisline pa smo pri isti temperaturi zaznali območje prenasičenja. Kljub temu se za izbiro toluena 
kot kristalizacijskega topila nismo odločili zaradi okoljskega in varnostnega vidika, saj je po 
ICH smernicah toluen dodeljen v skupino topil 2. To so topila, katerih uporaba naj bo omejena, 
saj povzročajo pomembne, vendar reverzibilne toksične spremembe (64). Prav tako se zaradi 
istega razloga nismo odločili za diklorometan, ki je po opravljenih eksperimentih prav tako 
kazal temperaturno odvisnost topnosti in samo topnost proučevanih molekul precej nižjo v 
primerjavi z ostalimi topili. Z dodatnimi eksperimenti smo sicer ugotovili, da tako 
hidroksimetilfurfural kot tudi levulinska kislina kristalizirata pri hitrem ohlajanju na –30 °C. Po 
predhodno pridobljenih podatkih je veliko temperaturno odvisnost topnosti oz. znatno 
spremembo topnosti pri znižanju temperature je pri levulinski kislini izkazoval etilacetat, pri 
hidroksimetilfurfuralu pa tako etanol kot tudi metanol. Nobeno od teh treh topil se ob ustrezni 
začetni koncentraciji pri znižanju temperature do –10 °C ni izkazalo za ustrezno, kljub 
poskusom pospešitve oziroma iniciacije kristalizacije s kristalnimi jedri, torej jedrenjem.  
Tako smo se v kasnejših poskusih osredotočili predvsem na kristalizacijo levulinske kisline in 
hidroksimetilfurfurala, tako zaradi njunih fizikalno-kemijskih prednosti – višja temperatura 
tališča – saj le-ta lahko vpliva na končno temperaturo kristalizacije. Poleg tega pa furfural v 
sinteznih reakcijah predstavlja prekurzorja preostalih dveh molekul in je tako velikokrat končni 
cilj izolacija ostalih produktov, v našem primeru torej levulinske kisline in 
hidroksimetilfurfurala.  
Po nekaj neuspelih poskusih kristalizacije v do sedaj izbranih topilih smo se osredotočili za 
izbiro topila, za katerega smo želeli, da ustreza smernicam farmacevtske industrije. Voda se je 
v procesu določanja temperaturne odvisnosti topnosti izkazala kot topilo, v katerem je 
maksimalna koncentracija izbranih spojin v izbranem naboru topil praktično najnižja. Zato smo 
poskusili z ohlajanjem vodnih? raztopin levulinske kisline in hidroksimetilfurfurala do 
temperature 4,5 °C, kar se je pričakovano izkazalo za neuspešno. Vzrok za neuspešno vodenje 
kristalizacije po našem mnenju leži v preveliki hitrosti ohlajanja in nezadostnem znižanju 
temperature. 
Do končne izbire kristalizacijskega topila nas je pripeljala ideja, in sicer po vseh dostopnih 
podatkih iz literature smo sklepali, da bo za kristalizacijo potrebno precejšnje znižanje 
temperature (44). Tako smo se na podlagi pridobljenih podatkov o topnosti in najpogostejše 
sintezne poti oziroma medija (pogosto sta kot topilo uporabljena voda in/ali DMSO) za 
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pridobivanje levulinske kisline in hidroksimetilfurfurala odločili za kombinacijo dveh topil, gre 
torej za bifazni sistem DMSO-ja in vode (14, 45). 
 
 
4.8 KRISTALIZACIJA HIDROKSIMETILFURFURALA 
 
Po dostopnih podatkih so doslej hidroksimetilfurfural uspešno kristalizirali iz okoljsko spornih 
topil, kot sta diklorometan in toluen, med novejša odkritja pa spada uspešno vodena 
kristalizacija v topilih, kot je MTBE oziroma v ostalih dialkil etrih s temperaturo tališča nižjo 
od –50 °C. Proces kristalizacije je bil uspešno voden s hitrostjo 0,5-2 °C/min, rast kristalov so 
zaznali v območju med –25 °C in –30 °C (64, 54). Na podlagi teh podatkov smo si tudi sami 
zastavili ciljno temperaturo med –25 °C in –40 °C. Doseganje ciljnih temperatur nam je 
omogočal zgoraj omenjeni bifazni sistem topil DMSO-ja in vode v molskem razmerju DMSO-
ja in vode (0,2:0,8), s temperaturo tališča –110 °C (47). 
Sistem, v katerem smo kristalizacijo izvajali, nam ni omogočal natančno uravnavanega 
počasnega ohlajanja do željenih nižjih temperatur. Kristalizacijo smo vodili s hitrostjo ohlajanja 
2–4 ºC/min, kar je rezultiralo v nekoliko večjih nastalih kristalih in manj enakomerni 
porazdelitvi velikosti delcev, kar lahko vidimo na spodnji sliki (Slika 22). Gre za logaritmično 
porazdelitev delcev, velikosti med 10 in 100 µm. Kot lahko vidimo, prevladujejo delci z 
velikostjo 20 do 40 µm. 
 
Slika 22: Prikaz spreminjanja porazdelitve delcev med procesom kristalizacij; ¾ –33,7 ºC, ¾ –34,2 
ºC, ¾ – 34,7 ºC, ¾ – 36,1 ºC, ¾ – 37,8 ºC. 
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Kot nadzor procesa kristalizacije smo dogajanje v raztopini spremljali z in-line ATR-FTIR in 
FBRM sondama, ki sta nam omogočili natančen čas zaznave začetka kristalizacije in posledično 
tudi določitev temperature začetka kristalizacije. Po eksperimentalnih podatkih smo zaznali 
padec absorbance in porast števila delcev manjših od 250 µm pri temperaturi –34 ºC, vse do –
38 ºC, kjer se naraščanje števila delcev rahlo ustali.  
 
 
Slika 23: Sprememba v zaznavi ATR-FTIR (a) in FBRM (b) signala; a) padec absorbance, b) porast 
števila delcev. 
 
Pri tej temperaturi smo proces kristalizacije ustavili, ker bi pri nadaljnjem ohlajanju lahko prišlo 
do nekontrolirane rasti kristalov. Analize kristalov pod mikroskopom nismo izvedli, saj bi bila 
za to potrebna izolacije kristaliziranega produkta pri temperaturi kristalizacije (66). 
 
4.9 KRISTALIZACIJA LEVULINSKE KISLINE 
 
Dokazano je, da kristalizacija levulinske kisline poteče v različnih raztopinah topil. Ugodne 
pogoje za kristalizacijo levulinske kisline dosežemo z znižanjem temperature do –15 ºC v 
primeru 50 % raztopine MIBK-ja in toluena, v kolikor pa se odločimo za dodatek močnega 
kislinskega katalizatorja, kot je žveplova kislina v vodni raztopini levulinske kisline, 
kristalizalizacija poteče že pri nekoliko višji temperaturi, in sicer pri 5 ºC (67). Tako se v našem 
primeru eksperimentalni podatki za raztopino levulinske kisline ujemajo z do sedaj znanimi 
raziskavami. Pa vendar smo tako kot v primeru hidroskimetilfurfurala tudi tukaj sledili načelu 
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netoksičnosti in samemu procesu pridobivanja LA in HMF oz. uporabe ekstrakcijskih topil. V 
primeru sinteze levulinske kisline, le-ta običajno nastane iz hidroksimetilfurfurala z adicijo 
vode. Reakcija poteče tudi v mediju DMSO-ja in vode, le-ta je tu nekoliko počasnejša zaradi 
dobre solvatacije hidroksimetilfurfurala, ki jo omogoča DMSO. Kljub temu se je izbor 
bifaznega sistema (DMSO:voda), kot medija tudi v primeru sinteze levulinske kisline izkazal za 
ustreznega zaradi večjih izkoristkov, ki jih omogoča v kasnejših stopnjah produkcije (14, 45). 
Za kristalizacijo levulinske kisline smo tako uporabili enak sistem kot pri 
hidroksimetilfurfuralu. Po pripravi nasičene raztopine levulinske kisline v mešanici topil 
DMSO-ja in vode z enakim molskim razmerjem (0,2:0,8), smo raztopino postopoma ohlajali s 
hitrostjo ohlajanja 2–4 ºC/min. S pomočjo ATR-FTIR in FBRM sond smo določili porazdelitev 
delcev in samo začetno temperaturo kristalizacije, ki je predstavljena na spodnjih grafih. 
 
 
Slika 24: Sprememba v zaznavi ATR-FTIR (a) in FBRM (b)  signala; a) padec absorbance; b) porast 
števila delcev. 
 
Kristalizacija levulinske kisline v raztopini DMSO-ja in vode je potekala v temperaturnem 
območju med –37 ºC in –39 ºC, kar je za nekaj stopinj nižje kot pri hidroksimetilfurfuralu. Prav 
tako so nastali kristali ob ponovnem segrevanju neobstojni, zato izolacija pri sobnih pogojih ni 
bila mogoča. Na podlagi grafov razporeditve delcev lahko opazimo, da v raztopini prevladujejo 
nekoliko manjši delci, predvsem do velikosti 40 µm. Na samo velikost delcev pa lahko vpliva 
tudi sama hitrost mešanja in vrsta mešala. Pri obeh raztopinah smo zaradi manjšega volumna 
lahko uporabili magnetno mešalo in hitrost mešanja nastavili na 500–600 rpm. 
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Slika 25: Prikaz spreminjanja porazdelitve delcev med procesom kristalizacij: ¾ –35 ºC; ¾ –37,3 ºC; 
¾ – 37,8 ºC; ¾ – 38,3 ºC; ¾ – 39 ºC. 
 
Z izbiro ustreznega medija in temperaturnega območja smo uspešno vodili proces kristalizacije 
za molekuli levulinske kisline in hidroksimetilfurfurala. Kot rezultat smo določili začetno 
temperaturo kristalizacije (LA; –37,3 ºC in HMF; –34,2 ºC), ki se je le malo razlikovala za obe 
spojini, zato bi to metodo težko uporabili za izolacijo le ene od spojin, če bi se obe nahajali v 
isti zmesi.  
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5. SKLEP 
 
V okviru eksperimentalnega dela magistrske naloge smo uspešno podali oceno topnosti in njeno 
temperaturno odvisnost za molekule furfurala, hidroksimetilfurfurala in levulinske kisline. 
S pomočjo meritev absorbance z ATR-FTIR sondo in z nadaljnjimi izračuni smo ugotovili slabo 
topnost molekul v vodi in nepolarnih topilih, kot sta benzen, toluen. Izrazito dobro topnost smo 
zaznali v nekaterih polarnih aprotičnih topilih, predvsem tetrahidrofuranu. Topnost glede na 
izbiro topila se za posamezne molekule nekoliko razlikuje. Furfural je topen v največjem številu 
topilih iz našega nabora, v nasprotju s HMF-jem je izkazoval tudi boljšo topnost v nepolarnih 
topilih, predvsem zelo dobro topnost je izkazoval v dietiletru in 1,4-dioksanu. Odlično topen je 
v skoraj vseh aprotičnimih polarnimih topilih, kot so THF, etilacetat in acetonitril. Dobro je 
topen tudi v etanolu in metanolu. Največji padec koncentracije topnosti pri znižanju temperature 
smo v tem primeru opazili pri raztopini dietiletra, medtem pa smo v raztopini toluena z že 
začetno nekoliko nižjo koncentracijo topnosti pri nižji temperaturi opazili nastanek kristalov.  
Pri levulinski kislini, kot nekoliko bolj polarni molekuli, smo določili nižjo topnost v nepolarnih 
medijih. Odlično topna je bila v polarnih aprotičnih topilih, kot so aceton, etilacetat in 
acetonitril, vendar pa malo manj v polarnih protičnih topilih. Največjo temperaturno odvisnost 
topnosti smo opazili v raztopini etilacetata, medtem ko smo najnižjo topnost pri temperaturi – 
10 °C izmerili v raztopini toluena, z vidnim začetkom nastanka kristalov.  
Hidroskimetilfurfural je, podobno kot levulinska kislina, slabo topen oziroma netopen v 
nepolarnih topilih, z izjemo 1,4-dioksana. Dobro topnost izkazuje predvsem v etilacetatu, 
acetonu in acetonitrilu, kjer nismo zaznali vidnejše temperaturne odvisnosti. Nekoliko bolj 
topen od levulinske kisline je tudi v protičnih polarnih topilih, kot sta metanol in etanol, kjer je 
bila temperaturna odvisnost precejšnja. 
Za natančnejši vpogled v strukturno odvisnost topnosti bi morali poleg samih parametrov 
polarnosti upoštevati tudi konfiguracijo in možnost tvorbe vezi, kot na primer H-vezi, kar bi 
zahtevalo dodatno modeliranje in obdelavo podatkov. 
V naslednjem koraku izbire kristalizacijskega topila smo se kljub uspešni kristalizaciji molekul 
v toluenu in nekaterih ostalih topilih osredotočili na smernice s področja farmacevtske industrije 
in izbrali varno in netoksično topilo. Z upoštevanjem samega načina pridobivanja levulinske 
kisline in hidroksimetilfurfurala, kjer pogosto kot medij večkrat uporabljajo različna razmerja 
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DMSO-ja in vode smo izbrali bifazni sistem DMSO-ja in vode, ki nam je hkrati omogočal 
doseganje dovolj nizkih temperatur. Obe molekuli smo uspešno kristalizirali in določili začetno 
temperaturo kristalizacije. Le-ta je bila v primeru levulinske kisline nekoliko nižja (–37,3 ºC), 
kot pri hidroksimetilfurfuralu (–34,2 ºC), prav tako je bilo tudi število nastalih delcev nekoliko 
manjše. Za uspešno analizo delcev pod mikroskopom bi morali izvesti takojšno izolacijo pri 
nizki temperaturi, kar bi bilo z vidika izvedbe izredno zahtevno. 
 Z dodatnimi raziskavami načrtujemo v prihodnosti matematični opis procesa in s pomočjo 
modeliranja določiti in optimizirati sam proces kristalizacije. 
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